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(57) Abstract 

The invention concerns transgenic plant cells and plants having increased acetyl -co A hydrolase activity. The increased coA hydrolase 
activity is achieved by introducing and expressing a DNA sequence which codes for an acetyl-coA hydrolase, preferably a deregulated or 
unregulated acetyl-coA hydrolase, in plant cells. The invention further concerns processes and recombinant DNA molecules for producing 
plant cells and plants having increased acetyl-coA hydrolase activity. 

(57) Zusammenfassung 

Es werden transgene Pflanzenzellen und Pflanzen mit einer gestetgerten Acetyl -Co A -Hydrolase- A ktivitat beschrieben. Die Steigerung 
der Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivitflt wird erreicht durch die EinfUhrung und Expression einer DNA-Sequenz, die cine Acetyl-CoA- 
Hydr lase, vorzugsweise eine deregulierte Oder unregulierte Acetyl-CoA-Hydrolase, codiert, in pflanzlichen Zellen. Femer werden 
Verfahren und rekombinante DNA-MolekUIe zur Herstellung von Pflanzenzellen und Pflanzen mit gesteigerter Acetyl-CoA-Hydrolase- 
Aktivitat beschrieben. 
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Transgene Pflanz nzellen und Pflanzen mit verinderter 

Ac ty 1 -CoA-B i ldung 

Die vorliegende Erfindung betrifft transgene Pf lanzenzellen 
und Pflanzen mit einem im Vergleich zu nicht-transf ormierten 
Pflanzen veranderten Acetyl-CoA-Metabolismus und mit einer 
veranderten Fahigkeit zur Bildung und Verwertung von Acetyl- 
CoA (Acetyl-Coenzym A) - Die Veranderung der Fahigkeit zur 
Produktion und Verwendung von Acetyl-CoA wird erreicht durch 
die Einfiihrung und Expression einer DNA-Sequenz, die eine 
Acetyl-CoA-Hydrolase, vorzugsweise eine deregulierte oder 
unregulierte Acetyl-CoA-Hydrolase codiert, in pflanz lichen 
Zellen. Die Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung von 
DNA-Sequenzen, die eine Acetyl-CoA-Hydrolase codieren, zur 
Erhohung der Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat in pflanzlichen 
Zellen, insbesondere zur Herstellung von transgenen Pf lan- 
zenzellen und Pflanzen, rait veranderter Fahigkeit zur Bil- 
dung und Verwertung von Acetyl -CoA, 

Bedingt durch den kontinuierlich steigenden Bedarf an Le- 
bensmitteln, der aus der standig wachsenden Weltbevolkerung 
resultiert, ist eine der Aufgaben der biotechnologischen 
Forschung, sich um eine Steigerung des Ertrags von Nutz- 
pflanzen zu bemuhen. Eine Moglichkeit, dies zu erreichen, 
besteht in der gezielten gentechnischen Veranderung des Me- 
tabolismus von Pflanzen. Ziele sind dabei beispielsweise die 
Primarprozesse der Photosynthese, die zur C0 2 -Fixierung fiih- 
ren, die Transportprozesse, die an der Verteilung der Pho- 
toassimilate innerhalb der Pflanze beteiligt sind, als auch 
Stof fwechselwege, die zur Synthese von Speicherstof f en, z,B. 
von Starke, Proteinen, Fetten, Olen, Gummistof f en, oder von 
Sekundarmetaboliten wie z.B. Flavonoiden, Steroiden, Isopre- 
noiden (z.B. Aromastoffe) , Pigmenten, oder Polyketiden 
(Antibiotika) , oder von pflanzlichen Pathogenabwehrstof f en 
ftihren. Wahrend sich viele Anwendungen mit den Schritten be- 
schaftigen, die entweder zur Bildung von Photoassimilaten in 
Blattern fiihren (vgl. auch EP-A 0 466 995) oder aber mit der 
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Bildung von Polymeren wie Starke oder Fructanen in Speicher- 
organen transgener Pflanzen (z.B. WO 94/04692), gibt es bis- 
her keine erf olgversprechenden Ansatze, die beschreiben, 
welche Modif ikationen in den primaren Stof f wechselwegen ein- 
zufiihren sind, um eine VerSnderung der Fahigkeit zur Bildung 
und Verwertung von Acetyl-CoA zu erreichen« Eine Veranderung 
der Fahigkeit zur Bildung und Verwertung von Acetyl-CoA ist 
z.B. ftir alle jene Prozesse in der Pflanze von Bedeutung, 
filr die grbBere Mengen von Acetyl-CoA benotigt werden. Dies 
gilt z.B, fiir viele biochemische Prozesse in pflanzlichen 
Zellen, an denen Acetyl-CoA als Substrat oder Abbauprodukt 
beteiligt ist. Eine Veranderung der Acetyl-CoA-Bildungsrate 
ist insbesondere von Bedeutung fiir die Bildung von Starke, 
Proteinen, Fetten, Olen, Gummistof fen, oder von Sekundarme- 
taboliten wie Flavonoiden, Steroiden, Isoprenoiden 
( Aromastof f e, Pigmente) , oder Polyketiden (Antibiotika) . Da 
Pflanzen sich aufgrund verschiedener Eigenschaf ten zur Her- 
stellung verschiedener der oben genannten Stoffe in groliem 
MaSstab eignen wiirden, besteht ein Bedarf an Pflanzen, bei 
denen die Bildung und Verteilung von Acetyl-CoA in den Zel- 
len derart verandert ist, daB die Bildung der oben beschrie- 
benen Stoffe beeinfluBt wird. 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, 
Pf lanzenzellen und Pflanzen mit eine veranderten Fahigkeit 
zur Bildung und Verwertung von Acetyl-CoA sowie Verfahren zu 
deren Herstellung zur Verfiigung zu stellen. 

Die Losung dieser Aufgabe wird durch die Bereitstellung der 
in den Patentansprtichen bezeichneten Ausf lihrungsf ormen be- 
reitgestellt . 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung transgene Pf lanzen- 
zellen mit einem veranderten Acetyl-CoA-Metabolismus , die 
aufgrund der Expression einer fremden DNA-Sequenz, die ein 
Protein mit Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat codiert, eine im 
Vergleich zu Wildtyp-, d.h. nicht-transf ormierten, Zellen 
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erhohte Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat aufweisen. Die Expres- 
sion einer derartigen DNA-Sequenz fiihrt in den transgenen 
pflanzlichen Zellen zur Steigerung der intrazellularen Ace- 
tyl-CoA-Hydrolaseaktivitat . Acteyl-CoA-Hydrolasen sind Enzy- 
me, die die folgende Reaktion katalysieren : 

Acetyl-CoA <-> Acetat + HSCoA. 

Es wurde iiberraschenderweise gefunden, daB die Steigerung 
der Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat in verschiedenen Komparti- 
menten pflanzlicher Zellen moglich ist und somit eine Ein- 
fluBnahme auf die intrazellulSre Verteilung von Metaboliten 
ermoglicht wird. Dieses Ergebnis ist insofern liberraschend, 
als daB Acetyl-CoA einer der zentralen Stof f wechselmetaboli- 
ten in pflanzlichen und tierischen Zellen ist, dessen Kon- 
zentration strikt reguliert ist (Randall und Miernyk, Me- 
thods in Plant Biochemistry Vol 3 [ISBN 0-12-461013-7]). Ein 
Eingriff in die intrazellulare Acetyl-CoA- Verteilung sollte 
somit drastische Auswirkungen auf die Lebensf ahigkeit der 
Zellen ha ben. Beispielsweise gibt es Hinweise darauf, daB 
die Expression der Acetyl-CoA-Hydrolase aus Hefe in E. coli 
einen letalen Effekt hat. Demgegeniiber basiert die vorlie- 
gende Erfindung auf der Tatsache, daB eine Steigerung der 
Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat in pflanzlichen Zellen in der 
Tat moglich ist und zu vorteilhaf ten Eigenschaf ten der 
pflanzlichen Zellen fiihrt. Beispielsweise wurde gefunden, 
daB die Steigerung der Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat in den 
Mitochondrien in den BlSttern transgener Pflanzen zu einer 
Erhohung des Gehaltes an loslichen Zuckern, wie z,B. Gluco- 
se, Fructose und Saccharose, sowie von Starke fiihrt und zur 
gleichzeitigen Reduktion des Gehaltes an Fettsauren. D.h. 
die Steigerung der mitochondrialen Acetyl-CoA- 

Hydrolaseaktivitat ermoglicht eine Veranderung der Partitio- 
nierung von Photoassimilaten in den Zellen. Die Acetyl-CoA- 
Hydrolaseaktivitat in den erf indungsgemaBen Zellen ist vor- 
zugsweise um mindestens 50% und besonders bevorziigt um 100% 
im Vergleich zu nicht-transf ormierten Zellen erhoht. Beson- 
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ders vorteilhaft ist eine Steigerung der Enzymaktivitat uro 
mehr als 150% im Vergleich zu nicht-transformierten Zellen. 
Die Steigerung der Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat fiihrt zu 
einer erhohten Konzentration an Acetat. Im Gegensatz zu Ace- 
tyl-CoA kann Acetat zellulMre Membranen unreguliert durch- 
dringen. Somit steht es in anderen zellularen Kompartimenten 
in hoherer Konzentration als Substrat fur die durch die Ace- 
tyl-CoA-Synthetase katalysierte Reaktion der Acetyl-CoA- 
Synthese zur Verfugung. Dies bedeutet, daft es moglich ist, 
durch die Steigerung der Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat in 
einem Kompartiment , die intrazellulare Verteilung von Ace- 
tyl-CoA zu verandern und somit EinfluB auf den Flufi von Me- 
taboliten in verschiedene Biosynthesewege zu nehmen. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm betrifft die vorliegen- 
de Erfindung transgene Pf lanzenzellen, bei denen die Acetyl- 
CoA-Hydrolaseaktivitat in den Mitochondrien erhoht ist. In 
Pf lanzenzellen erfolgt die Biosynthese von Acetyl-CoA in den 
Mitochondrien durch die durch den Pyrurat-Dehydrogenase- 
Multienzymkomplex katalysierte Umsetzung von Pyrurat. Die 
Steigerung der Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat in den Mito- 
chondrien fvihrt zu , einer erhohten Konzentration von Acetat, 
das durch zellulare Membranen in andere Kompartimente, z.B. 
ins Cytosol diffundieren kann. Hier kann es wiederum fur die 
Synthese von Acetyl-CoA, z.B. durch die Acetyl-CoA- 
Synthetase verwendet werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm zeigen die er- 
f indungsgemaBen transgenen Pf lanzenzellen daher eine gestei- 
gerte Aktivitat der Acetyl-CoA-Synthetase im Cytosol . Dieses 
Enzym katalysiert die folgende Reaktion 

Acetat + HSCoA <-> AcetylCoA + AMP +PP L 

Das vermehrt im Cytosol gebildete Acetyl-CoA kann beispiels- 
weise filr eine verstarkte Synthese von Isoprenoiden liber Me- 
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valonsaure und Isopentenylpyrophoshat genutzt werden (Bach, 
Lipids 30 (1995), 191-202). 

In einer anderen bevorzugten Ausf tihrungsf orm ist die Acetyl- 
CoA-Hydrolaseaktivitat in dem Cytosol der transgenen Pflan- 
zenzellen erhoht. Hierdurch wird wiederum eine erhohte Ace- 
tatkonzentration erreicht. Diese kann beispielsweise dazu 
ftihren, daB mehr Acetat in den Plastiden zur Verfiigung steht 
und in diesen zu Acetyl-CoA umgewandelt wird. Damit stiinde 
verstarkt Acetyl-CoA als Substrat z.B. fur die Fettsaurebio- 
synthese oder die Isoprenoidsynthese zur Verfiigung. 

In einer besonders bevorzugten Ausf tihrungsf orm zeigen die 
erf indungsgemaBen transgenen Pf lanzenzellen mit einer ge- 
steigerten Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat in den Mitochondri- 
en oder dem Cytosol dariiber hinaus eine erhohte Aktivitat 
der Acetyl-CoA-Synthetase in den Plastiden. Hierdurch kann 
die Verlagerung von Acetat in die Plastiden und dessen Um- 
wandlung in Acetyl-CoA verstarkt werden. Dieses steht dann 
beispielsweise in erhohtem MaBe fiir die Fettsaurebiosynthese 
zur Verfiigung. 

Moglich ist im Prinzip auch die Reduktion der Acetyl-CoA- 
Synthetaseaktivitat im Cytosol. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf tihrungsf orm weisen die 
oben beschriebenen pflanzlichen Zellen eine verringerte Ak- 
tivitat der Citratsynthase in den Mitochondrien auf . Dieses 
Enzym katalysiert die folgende Reaktion: 

Acetyl-CoA + Oxalacetat 4-> Citrat + HSCoA 

Durch die Verringerung der Aktivitat dieses Enzyms, das Ace- 
tyl-CoA als Substrat ftir die Citratsynthese verwendet, steht 
mehr Acetyl-CoA ftir die durch die Acetyl-CoA-Hydrolase kata- 
lysierte Reaktion zur Verfiigung, was zu einer verstarkten 
Bildung von Acetat ftihrt. 
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Eine andere bevorzugte Ausf uhrungsf oriti der vorliegenden Er- 
findung sieht vor, daB in den oben beschriebenen erfindungs- 
gemSBen Pf lanzen2ellen in den Mitochondr ien Oder dem Cytosol 
die Aktivitat der Citratsynthase erhoht ist. 

Eine derartige Steigerung der Aktivitat der Citratsynthase 
kann zu einer Veranderung des Flusses von Metaboliten hin zu 
Acetyl-CoA in ein bestimmtes subzellulares Kompartiment fuh- 
ren, und kann insbesondere eine Steigerung der Biosynthese 
von Fettsauren bzw. Lipiden hervorrufen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegen- 
den Erfindung weisen die oben beschriebenen erf indungsgema- 
Ben Pf lanzenzellen ferner eine verringerte Aktivitat der 
ATP-Citratlyase im Cytosol auf. Dieses Enzym katalysiert die 
f olgende Reaktion : 

Citrat + HSCoA + ATP <-> Acetyl-CoA + AMP + PP ± + Oxalacetat. 

Eine derartige Verringerung kann zu einer steigerung des me- 
tabolischen Flusses von Citrat zu Acetyl-CoA fiihren, was ei- 
nen Rttckstau von Metaboliten im Citratcyclus hervorrufen 
kann. Moglich ware -folglich eine verstarkte Bildung von Ace- 
tat iiber die endogene Acetyl-CoA-Hydrolase , wodurch die Bil- 
dung von Lipiden und/oder Terpenoiden erhoht werden kann. 

Eine weitere Ausf Uhrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
sieht vor, daB die pflanzlichen Zellen eine. gesteigerte ATP- 
Citratlyase— Aktivitat im Cytosol auf weisen. 

Eine derartige Steigerung kann eine verstarkte Bildung cyto- 
solischen Acetyl-CoAs zur Folge haben, welches zur verstark- 
ten Synthese von Isopentenylpyrophosphat (IPP) und somit zur 
verstarkten Bildung von Terpenoiden fiihren kann. 

Die oben beschriebenen transgenen Pf lanzenzellen weisen auf- 
grund der beschriebenen veranderten Enzymaktivitaten eine im 
Vergleich zu Wildtyp-Zellen veranderte Fahigkeit zur Bildung 
und Verwertung von Acetyl-CoA auf. Diese kann z.B. durch die 
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Bestimznung der veranderten Mengen oder Verhaltnisse an 
Stof fwechselendprodukten und Stof f wechsel intermediaten , wie 
in den Beispielen beschrieben, festgestellt werden. Insbe- 
sondere konnen erf indungsgemaSe Pf lanzenzellen hergestellt 
werden, die veranderte Mengen an Isoprenoiden, Steroiden, 
Pigmenten, Isoprenoiden, Flavonoiden, Hormonen, Fetten, 
Olen, Proteinen, Gummistof f en f Polyketiden oder Stoffen, die 
an der pflanz lichen Pathogenabwehr beteiligt sind, aufwei- 
sen, oder deren Gehalt an loslichen Zuckern, wie z.B. Gluco- 
se, Fructose und Saccharose, sowie an Starke verandert ist. 
Derartige Zellen konnen wiederujn vorteilhafte Ausgangsstof f e 
fur weitere Verwendungen sein. Beispielsweise konnen diese 
Zellen zur heterologen Expression weiterer Gene mit dem Ziel 
der verstarkten Synthese von wirtschaf tlich relevanten Sub- 
stanzen dienen. So konnen etwa DNA-Sequenzen eingefiihrt wer- 
den, die die Enzyme zur Synthese von Polyhydroxyalkansauren 
(z„B. PHB und PHA) codieren. Auf diese Weise kann das ver- 
starkt gebildete Acetyl-CoA zur Synthese derartiger Sauren, 
die eine groBe wirtschaf tliche Bedeutung haben, in Pflanzen 
genutzt werden, Andere Beispiele wirtschaf tlich interessan- 
ter Substanzen sind Polyketide, Aroraastof f e, Kautschuk , Al- 
kaloide, Isoprenoide etc. 

Von besonderer Bedeutung ist die Moglichkeit, durch Expres- 
sion einer Acetyl-CoA-Hydrolase in olspeichernden Geweben 
einer Pflanze, wie z.B. dem Endosperm oder den Cotyledonen 
von Samen oder in anderen olspeichernden Organen, den FluB 
der in den Samen bzw, Organen abgelief erten Photoassimilate 
in Richtung der Bildung von Zuckern, StSrke, Fetten, Pigmen- 
ten, Isoprenoiden, Polyketiden, Steroiden, Flavonoiden, Gum- 
mistoffen, Stoffen, die an der pflanzlichen Pathogenabwehr 
beteiligt sind, Proteinen, und Polymeren wie Polyhydroxyal- 
kansauren (vgl. z.B. Poirier et al., Bio/Technology 13 
(1995) , 142-150) zu lenken, Generelle Vorteile der erf in- 
dungsgemSfien Zellen bestehen in der Moglichkeit, EinfluB auf 
die Partitionierung von Stof fwechselmetaboliten , insbesonde- 
re von Acetyl-CoA, auf den Gehalt an Stof f wechselendproduk- 
ten, wie z*B. Starke und Fette, den Gehalt und die Zusammen- 
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setzung sekundarer Stof fwechselmetaboliten, den Energiehaus- 
halt und auf den Gehalt und die Zusammensetzung von Ami- 
nosauren in den Zellen zu nehmen . 

In einer bevorzugten Ausf tihrungsf orm der vorliegenden Erfin- 
dung sind die transgenen Pf lanzenzellen Zellen olspeichern- 
der Gewebe, z.B. des Endosperms Oder der Cotyledonen von Sa- 
men oder anderer olspeichernder Organe. Bevorzugt weisen 
derartige Zellen im Vergleich zu entsprechenden Zellen aus 
nichttransf ormierten Pflanzen einen um mindestens 3%, vor- 
zugsweise um mindestens 5% und besonders bevorzugt um minde- 
stens 7% hoheren Gehalt an Fetten auf. 

Die Steigerung der Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat in den er- 
findungsgemaBen Zellen erfolgt vorzugsweise durch die Ein- 
fiihrung und Expression von DNA-Sequenzen, die eine Acetyl- 
CoA-Hydrolase codieren. Diese DNA-Sequenzen, die ein Protein 
mit der enzymatischen Aktivitat einer Acetyl-CoA-Hydrolase 
codieren, konnen sowohl prokaryontische / insbesondere bakte- 
rielle, als auch eukaryontische DNA-Sequenzen sein, d.h. 
DNA-Sequenzen aus Pflanzen, Algen, Pilzen oder tierischen 
Organisraen bzw. Sequenzen, die Acetyl-CoA-Hydrolasen aus 
solchen Organismen codieren. 

In einer bevorzugten Ausf tihrungsf orm der Erfindung handelt 
es sich bei den DNA-Sequenzen, die eine Acetyl-CoA-Hydrolase 
codieren, um Sequenzen, die Enzyme codieren, die im Ver- 
gleich zu normalerweise in pf lanz lichen Zellen vorkommenden 
Acetyl-CoA-Hydrolasen dereguliert oder unreguliert sind. De- 
reguliert bedeutet dabei, da3 diese Enzyme nicht in der 
gleichen Weise reguliert werden, wie die in nicht- 
modif izierten Pf lanzenzellen normalerweise gebildeten Ace- 
tyl-CoA-Hydrolase-Enzyme. Insbesondere unterliegen diese En- 
zyme anderen Regulationsmechanismen, d.h. sie werden nicht 
in demselben AusmaB durch die in den Pf lanzenzellen vorhan- 
denen Inhibitoren inhibiert bzw. durch Metaboliten alloste- 
risch reguliert. Dereguliert bedeutet dabei vorzugsweise, 



BNSDOCID: <WO 980683 1A1 \ > 



WO 98/06831 



9 



PCT/EP97/04311 



daB die Enzyme eine hohere Aktivitat als endogen in Pflan- 
zenzellen exprimierte Acetyl-CoA-Hydrolasen aufweisen. Unre- 
guliert bedeutet im Rahmen dieser Erfindung, daB die Enzyme 
in pflanzlichen Zellen keiner Regulation unterliegen. 
Bei diesen durch die Sequenzen codierten Enzyme kann es sich 
so wo hi tun bekannte in der Natur vorkommende Enzyme handeln, 
die eine abweichende Regulation durch verschiedene Substan- 
zen aufweisen als auch urn Enzyme , die durch Mutagenese von 
DNA-Sequenzen, die bekannte Enzyme aus Bakterien, Algen, 
Pilzen, Tieren oder Pflanzen codieren, hergestellt wurden. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorlie- 
genden Erfindung codieren die verwendeten DNA-Sequenzen Pro- 
teine mit der enzymatischen AktivitSt einer Acetyl-CoA- 
Hydrolase aus Pilzen, insbesondere aus Pilzen der Gattung 
Saccharomyces . Bevorzugt werden DNA-Sequenzen verwendet, die 
eine Acetyl-CoA-Hydrolase aus Saccharomyces cerevisiae co- 
dieren* Solche Sequenzen sind bekannt und beschrieben (vgl. 
Lee et al., Journal of Biological Chemistry 265 (1990), 
7413-7418 (Zugrif fsnummer M31036)). Uro die Lokalisation der 
Acetyl-CoA-Hydrolase in Mitochondrien der pflanzlichen Zel- 
len sicherzustellen, mussen DNA-Sequenzen, die Mitochondri- 
en-Targeting-Sequenzen codieren, mit der codierenden Region 
der Acetyl-CoA-Hydrolase fusioniert werden. Solche Sequenzen 
sind bekannt, beispielsweise aus Braun et al. (EMBO J. 11 
(1992) , 3219-3227) . 

Bekannt sind neben der genannten DNA-Sequenz aus Saccharomy- 
ces cerevisiae auch weitere DNA-Sequenzen, die Proteine mit 
der enzymatischen Aktivitat einer Acetyl-CoA-Hydrolase co- 
dieren, beispielsweise aus Neurospora crassa (vgl. EMBL Zu- 
griffsnummer M31521; Marathe et al., Molecular and Cellular 
Biology io (1990), 2638-2644) und die aufgrund ihrer Eigen- 
schaften ebenfalls zur Herstellung der erf indungsgemaflen 
Pf lanzenzellen verwendet werden konnen. Dabei muB darauf ge- 
achtet werden, daB das Protein in Mitochondrien oder im 
Cytosol der pflanzlichen Zelle gebildet wird. Techniken zur 
Modifikation derartiger DNA-Sequenzen, urn die Lokalisierung 
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der syrvthetisierten Enzyme in Mitochondrien und im Cytosol 
der pflanzlichen Zellen sicherzustellen, sind dem Fachmann 
bekannt. Fur den Fall, dafc die Acetyl-CoA-Hydrolasen Sequen- 
zen enthalten, die zur Sekretion oder fUr eine bestinunte 
subzellulare Lokalisation nbtwendig sind, z.B. zur Lokali- 
sierung im extrazellularen Raum oder der Vakuole, miissen die 
entsprechenden DNA-Sequenzen deletiert werden. Weiterhin 
konnen DNA-Sequenzen, die eine Acetyl-CoA-Hydrolase codie- 
ren, unter Zuhilf enahme der bereits bekannten oben genannten 
DNA-Sequenzen aus beliebigen Organismen isoliert werden. Me- 
thoden fiir die Isolierung und Identif izierung derartiger 
DNA-Sequenzen sind dem Fachmann gelaufig, beispielsweise die 
Hybridisierung mit bekannten Sequenzen oder durch Polymera- 
se-Kettenreaktion unter Verwendung von Primern, die von be- 
kannten Sequenzen abgeleitet sind. 

Die von den identif izierten DNA-Sequenzen codierten Enzyme 
werden anschlieftend hinsichtlich ihrer Enzymaktivitat und 
Regulation untersucht. 

Durch Einftihrung von Mutationen und Modif ikationen nach dem 
Fachmann bekannten Techniken, konnen die durch die DNA-Se- 
quenzen codierten Proteine weiter in ihren regulator ischen 
Eigenschaf ten verandert werden, um im Vergleich zu natilrli- 
cherweise in Pflanzen vorkommenden Acetyl-CoA-Hydrolasen de- 
oder unregulierte Enzyme zu erhalten. 

Die Steigerung der Acetyl-CoA-Synthase- , Citratsynthase-, 
bzw. ATP-CitratlyaseaktivitSt in den erf indungsgemaSen 
Pf lanzenzellen wird vorzugsweise durch die Einftihrung und 
Expression von DNA-Sequenzen erreicht, die derartige Enzyme 
codieren. Bei diesen Sequenzen kann es sich um Sequenzen 
handeln, die derartige Enzyme aus prokaryontischen, insbe- 
sondere bakteriellen, oder aus eukaryontischen Organismen, 
z.B. Pflanzen, Algen, Pilzen oder Tieren, codieren. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm sind derartige Enzyme 
deregulierte oder unregulierte Enzymen, wie oben im Zusam- 
menhang mit der Acetyl-CoA-Hydrolase erlautert. 
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Bei diesen durch die Sequen2en codierte Enzyme kann es sich 
sowohl um bekannte in der Natur vorkommende Enzyme handeln, 
die eine abweichende Regulation durch verschiedene Substan- 
zen aufweisen, als auch um Enzyme, die durch Mutagenese von 
DNA-Sequenzen, die bekannte Enzyme aus Bakterien, Algen, 
Pilzen, Tieren oder Pflanzen codieren, hergestellt wurden. 

DNA-Sequenzen, die Acetyl-CoA-Synthasen aus verschiedenen 
Organismen codieren, sind beschrieben. Bei tierischen Orga- 
nismen sind z.B. solche aus Macropus engenii, Mensch, Cae- 
norhabditis elegans und Drosophll a melanogaster bekannt 
(siehe z.B. GenEMBL-Datenbank Zugrif f snummern L15560, 
D16350, Z66495 und Z46786) . 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorlie- 
genden Erfindung codieren die DNA-Sequenzen eine Acetyl-CoA- 
Synthetase mit den biologischen Eigenschaf ten einer Acetyl- 
CoA-Synthase aus Pilzen, insbesondere aus solchen der Gat- 
tung Saccharomyces , und besonders bevorzugt aus Saccharomy- 
ces cerevislae. Derartige Seguenzen sind beispielsweise zu- 
ganglich unter den GenEMBL-Datenbank Zugrif f snummern Z47725, 
M94729, L09598, X56211 fiir Saccharomyc&s cerivisiaB insbe- 
sondere unter X76891. Moglich ist auch die Verwendung von 
DNA-Sequenzen, die bakterielle Acetyl-CoA-Synthetasen codie- 
ren. Solche sind z.B. zuganglich unter den Zugrif f snummern 
M97217, M87509 oder M63968. 

DNA-Sequenzen, die eine Citratsynthase codieren, sind aus 
verschiedenen Organismen bekannt. Sequenzen, die pflanzliche 
Citratsynthasen codieren, sind z.B. bekannt fur Arabidopsls 
thaliana (GenEMBL-Datenbank Zugrif fsnummer X17528; Unger et 
al., Plant Mol. Biol. 13 (1989), 411-418), sowie fiir Tabak, 
Kartoffel und Zuckerriibe (siehe WO 95/24487) . Ferner sind 
Sequenzen bekannt, die tierische Citratsynthasen codieren, 
z.B. vom Schwein (Zugrif fsnummer M21197, Evans et al., Bio- 
chemistry 27 (1988) , 4680-4686) . Vorzugsweise werden Sequen- 
zen verwendet, die eine Citratsynthase mit den biologischen 
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Eigenschaften einer Citratsynthase aus Bakterien, insbeson- 
dere E. coll, Oder Pilzen, insbesondere Saccharomyces cere- 
visiae, codieren . Verschiedene Sequenzen, die Citratsyntha- 
sen aus Bakterien codieren, sind z.B. verfiigbar unter den 
GenEMBL-Datenbank-Zugriff snummern: M33037 , Z70021 , M74818 , 
Z70017, Z70009, Z70016, L38987, Z70014 , Z70022, Z70019, 
Z70018, Z70020, Z70012, Z70010, Z70011, Z70013, Z70015, 
M36338, L33409, X66112, X60513, Z73101, M29728, M17149, 
L41815, Z34516, M73535, L14780, X55282, L75931 und D90117. 
Eine bevorzugt veirwendete Seguenz ist die in Ner et al. 
(Biochemistry 22 (1983), 5243-5249) verof f entlichte , die ei- 
ne Citratsynthase aus E. coli codiert. Sequenzen, die 
Citratsynthasen aus E. coli codieren, sind beispielsweise 
zuganglich unter den Zugrif f snummern M28987 und M28988 
(siehe auch Wilde et al., J . Gen Microbiol. 132 (1986), 
3239-3251) . Sequenzen, die Citratsynthasen aus Pilzen codie- 
ren, sind zuganglich unter den Zugrif f snummern D63376 und 
D69731, solche aus S. cerBvisiae insbesondere unter den Zu- 
grif f snummern Z11113, Z48951, Z71255, M54982 , X88846 und 
X00782. Letztere wird bevorzugt verwendet. 



DNA-Sequenzen, die eine ATP-Citratlyase codieren, sind bei- 
spielsweise bekannt aus Ratte (Elshourbagy et al. , J. Biol. 
Chem. 265 (1990), 1430-1435), Mensch (Elshourbagy et al . , 
Eur* J. Biochem. 204 (1992), 491-499), C. elegans (Wilson et 
al., Nature 368 (1994), 32-38) und Arabidopsis thaliana 
(EMBL Zugrif f snummern T13771, Z18045, Z25661 und Z26232) . 

Fur die Lokalisation des jeweiligen Enzyms in dem gewtinsch- 
ten Kompartiment der pflanzlichen Zelle gilt wiederum das, 
was bereits oben im Zusammenhang mit der Acetyl-CoA- 
Hydrolase gesagt worden ist. 

Die Verringerung der Aktivitat der Citratsynthase bzw. der 
ATP-Citratlyase in den erf indungsgemaBen Zellen kann mittels 
dem Fachmann bekannten Methoden erfolgen, z.B. durch Expres- 
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sion einer antisense-RNA, eines spezifischen Ribozyms oder 
mittels eines Cosuppressionsef f ektes . 

Um die Expression der DNA-Sequenzen, die die oben beschrie- 
benen Enzyme codieren, in pflanzlichen Zellen zu gewahrlei- 
sten, konnen diese im Prinzip unter die Kontrolle eines be- 
liebigen in pflanzlichen Zellen funktionalen Promotors ge- 
stellt werden. Die Expression der besagten DNA-Sequenzen 
kann generell in jedem Gewebe einer aus einer transformier- 
ten erf indungsgemSBen Pf lanzenzelle regenerierten Pflanze 
und zu jedem Zeitpunkt stattfinden, bevorzugt jedoch findet 
sie in solchen Geweben statt, in denen eine veranderte Fa- 
higkeit zur Bildung und Verwertung von Acetyl-CoA von Vor- 
teil entweder fiir das Wachstum der Pflanze oder fur die Bil- 
dung von Inhaltsstoffen innerhalb der Pflanze ist. Geeignet 
erscheinen von daher vor allem Promotoren, die eine spezifi- 
sche Expression in einem bestimmten Gewebe, zu einem be- 
stimmten Entwicklungszeitpunkt der Pflanze oder aber in ei- 
nem bestimmten Organ der Pflanze sicherstellen. Vorzugsweise 
stehen die DNA-Sequenzen unter der Kontrolle von Promotoren, 
die eine samenspezif ische Expression gewahrleisten. Im Fall 
von Starke-speichernden Pflanzen, wie z.B. von Mais, Weizen, 
Gerste oder anderen Getreiden wird dadurch in den Samen die 
Fahigkeit zur Bildung und Verwertung von Acetyl-CoA veran- 
dert, und es findet eine veranderte Synthese von Samenin- 
haltsstof f en statt . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm werden fur die Steige- 
rung der Fettsaurebiosynthese infolge eines erhohten Acetyl - 
CoA-Gehaltes in Samen von olbildenden Pflanzen wie Raps, So- 
jabohne, Sonnenblume und 6 1 pa linen Promotoren verwendet, die 
spezifisch im Endosperm oder aber in den Cotyledonen von 
sich bildenden Samen aktiv sind, wie z.B. der Phaseolin- 
Promotor aus Phaseolus vulgaris, der USP-Promotor aus Vicia 
faba oder der HMG-Promotor aus Weizen. 

Erf indungsgemaB ist es ferner vorteilhaft, zur Expression 
der DNA-Sequenzen Promotoren zu verwenden, die in Speicher- 
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organen wie Knollen oder Wurzeln aktiv sind, z.B. in der 
Speicherwurzel der Zuckerriibe oder aber in der Knolle der 
Kartoffel. In diesem Fall konunt es beispielsweise bei der 
Expression der DNA-Sequenzen, die eine Acetyl-CoA-Hydrolase 
codieren, zu einer Umlenkung von Biosynthesewegen im Sinne 
der Bildung von mehr Zucker bzw. Starke und einer verander- 
ten Bildung und Verwertung von Acetyl-CoA in Richtung der 
Fettsaurebiosynthese . 

Ferner kann die Expression der DNA-Sequenzen unter der Kon- 
trolle von Promotoren erfolgen, die spezifisch zum Zeitpunkt 
der Bliihinduktion, oder bei der Bliitenbildung aktiviert wer- 
den, oder die aktiv sind in Geweben, die fur die Bliihinduk- 
tion notwendig sind. Ebenso konnen Promotoren verwendet wer- 
den, die zu einem nur durch auBere Einflusse kontrollierten 
Zeitpunkt aktiviert werden, z.B. durch Licht, Temperatur, 
chemische Substanzen (s. beispielsweise WO 93/07279). Fiir 
die Erhohung der Exportrate von Photoassimilaten aus dem 
Blatt sind z.B. Promotoren von Interesse, die eine Geleit- 
zellen-spezifische Expression aufweisen. Solche Promotoren 
sind bekannt (z.B. der Promotor des rolC-Gens aus Agrobacte- 
rium rhizog&nos) . 

Die DNA-Sequenzen , die die oben beschriebenen Enzyme codie- 
ren, sind vorzugsweise auBer mit einem Promotor mit DNA- 
Sequenzen verkntipft, die eine weitere Steigerung der Trans- 
cription gewahrleisten, beispielsweise sogenannte Enhancer- 
Elemente, oder mit DNA-Sequenzen, die im transkribierten Be- 
reich liegen und die eine effizientere Translation der syn- 
thetisierten RNA in das entsprechende Protein gewahrleisten. 
Derartige Regionen konnen von viralen Genen oder geeigneten 
pflanz lichen Genen gewonnen oder synthetisch hergestellt 
werden. Sie konnen homolog oder heterolog zum verwendeten 
Promotor sein. Vorteilhaf terweise werden die codierenden 
DNA-Sequenzen ferner mit 3 1 -nicht-translatierten DNA-Se- 
quenzen verkniipft, die die Termination der Transkription und 
die Polyadenylierung des Transkriptes gewahrleisten. Derar- 
tige Sequenzen sind bekannt und beschrieben, beispielsweise 
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die des Octopinsynthasegens aus Agrobacterium tumefaciens. 
Diese Sequenzen sind beliebig gegeneinander austauschbar . 

Die DNA-Sequenzen, die erf indungsgemafl in pflanzliche Zellen 
eingefuhrt und exprimiert werden, liegen in den erfindungs- 
gemSBen Pf lanzenzellen vorzugsweise stabil ins Genom inte- 
griert vor. Neben den wie oben beschriebenen veranderten En- 
zymaktivitaten konnen die erf indungsgemaBen transgenen 
Pf lanzenzellen von nicht-transformierten Pf lanzenzellen fer- 
ner dadurch unterschieden werden, daB sie stabil im Genom 
integriert eine Fremd-DNA aufweisen, dessen Expression die 
Veranderung der Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat und gegebenen- 
falls einer weiteren der oben beschriebenen Enyinaktivitaten 
bewirkt. Fremd-DNA bedeutet dabei in diesem Zusammenhang, 
daB die DNA entweder in bezug auf die transf ormierte Pflan- 
zenspezies heterolog ist, oder die DNA, wenn sie homolog zu 
dieser ist, an einem Ort im Genom lokalisiert ist, an dem 
sie in nicht-transformierten Zellen nicht vorkommt. Das be- 
deutet, daB die DNA in einer genomischen Umgebung liegt, in 
der sie nattirlicherweise nicht vorkommt. Ferner weist die 
Fremd-DNA in der Regel das Charakteristikum auf, daB sie re- 
kombinant ist, d.h. aus mehreren Bestandteilen besteht, die 
in dieser Kombination in der Natur nicht vorkommen. 

Bei den erf indungsgemaBen transgenen Pf lanzenzellen kann es 
sich grundsatzlich urn Zellen jeder beliebigen Pf lanzenspezi- 
es handeln. Von Interesse sind sowohl Zellen monocotyler als 
auch dicotyler Pf lanzenspezies , insbesondere Zellen starke- 
speichernder oder landwirtschaf tlicher Nutzpf lanzen, wie 
z.B. Roggen, Hafer, Gerste, Weizen / Kartoffel, Mais, Reis, 
Erbse, Zuckerrtibe, Tabak, Baumwolle, We in, Tomate usw. oder 
Zellen von Zierpf lanzen. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form handelt es sich urn 
Pf lanzenzellen olspeichernder Nutzpf lanzen, wie z.B. Raps, 
Sonnenblume, Olpalme oder Sojabohne. Besonders bevorzugt ist 
dabei Raps. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind ferner transgene 
Pflanzen, die erf indungsgemaBe transgene Pf lanzenzellen ent- 
halten, Derartige Pflanzen konnen beispielsweise hergestellt 
werden durch Regeneration aus erf indungsgemaBen Pf lanzenzel- 
len nach dem Fachmann bekannten Methoden. 

Pflanzen, die erf indungsgemaBe Zellen enthalten, weisen vor- 
zugsweise mindestens eines der folgenden Merkmale auf : 

(a) einen verringerten oder gesteigerten Gehalt an Fettsau- 
ren im Blattgewebe oder im Samengewebe im Vergleich zu 
Wildtyp-Pf lanzen; 

(b) einen erhohten Gehalt an loslichen Zuckern im Blattge- 
webe im Vergleich zu Wildtyp-Pf lanzen; 

(c) einen erhohten Gehalt an Starke im Blattgewebe im Ver- 
gleich zu Wildtyp-Pf lanzen; 

(d) verringertes Wachstum; 

(e) Bildung von zwei oder mehr Sprossen; 

(f) Veranderung der Blattf arbung . 

Gegenstand der Erfindung ist ferner Vermehrungsmaterial er- 
f indungsgemaBer Pflanzen, das erf indungsgemaBe Zellen ent- 
h&lt. Hierzu zahlen beispielsweise Stecklinge, Samen Friich- 
te, Wurzelstocke, Knollen, SSmlinge etc* 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind ebenfalls rekom- 
binante DNA-Molektile, die folgende Elemente enthalten: 

(a) einen in pflanzlichen Zellen funktionalen Promoter, und 

(b) eine DNA-Sequenz, die ein Protein mit der enzymatischen 
AktivitSt einer Acetyl-CoA-Hydrolase codiert, und die 
so mit dem Promotor verkmipft ist, daB sie in pflanzli- 
chen Zellen in eine translatierbare RNA transkribiert 
werden kann. 

Der Transfer der DNA-MolekUle , die DNA-Sequenzen enthalten, 
die eines der oben beschriebenen Enzyme codieren, erfolgt 
nach dem Fachmann bekannten Methoden, vorzugsweise unter 
Verwendung von Plasmiden, insbesondere solchen Plasmiden, 
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die eine stabile Integration des DNA-Molekiils in das Genom 
transf ormierter Pf lanzenzellen gewahrleisten, beispielsweise 
binaren Plasmiden Oder Ti-Plasmiden des Agrobacterlum tume- 
jfaciens-Systems. Neben dem Agrobac terium- System kommen ande- 
re Systeme zur Einfiihrung von DNA-Molekiilen in pflanzliche 
Zellen in Frage, wie z.B. das sogenannte biolistische Ver- 
fahren oder aber die Transformation von Protoplasten (vgl. 
Willmitzer L. (1993), Transgenic Plants, Biotechnology 2; 
627-659 ftir eine Obersicht) . Verfahren zur Transformation 
monocotyler und dicotyler Pflanzen sind in der Literatur be- 
schrieben und sind dem Fachmann bekannt. 

SchlieBlich betrifft die vorliegende Ei^findung die Verwen- 
dung von DNA-Sequenzen, die ein Protein mit der enzymati- 
schen Aktivitat einer Acetyl-CoA-Hydrolase codieren, zur Ex- 
pression in pflanzlichen Zellen, um die Acetyl-CoA- 
Hydrolaseaktivitat in pflanzlichen Zellen zu erhohen. Insbe- 
sondere betrifft die Erfindung die Verwendung derartiger 
DNA-Sequenzen zur Herstellung transgener Pf lanzenzellen, die 
im Vergleich zu nicht-transf ormierten Pf lanzenzellen eine 
veranderte FShigkeit zur Bildung von Zuckern, Starke, Fet- 
ten, Pigmenten, Isoprenoiden, Polyketiden, Steroiden, Flavo- 
noiden, Gummistof f en, Stoffen, die an der pflanzlichen Pa- 
thogenabwehr beteiligt sind, Proteinen, und/oder Polymeren 
wie PolyhydroxyalkansSuren aufweisen. Die Erhohung der Ace- 
tyl-CoA-Hydrolaseaktivitfit erfolgt dabei vorzugsweise in den 
Mitochondrien oder in dem Cytosol der pflanzlichen Zellen. 

Pig« 1 zeigt eine schematische Abbildung des 14,39 kb groBen 
Plasmids Bin-mHy-Int. Das Plasmid enthalt folgende Fragmen- 
te: 

A = Fragment A (528 bp) enthalt das EcoRI - Asp718 Frag- 
ment der Promotorregion des 35S Promotors des 
"Cauliflower Mosaic Virus" (Nucleotide 69 09 bis 
7437) (Frank et al., Cell 21 (1980), 285-294). 

B = Fragment b (109 bp) umfaflt ein DNA-Fragment mit der 
Codierregion der mitochondriale Targetsequenz des 



WO 98/06831 



PCT/EP97/04311 



18 

Proteins der Matrix processing peptidase (MPP) aus 
Kartoffel (Braun et al. , EMBO J. 11 (1992), 3219- 
3227 (Zugrif f snummer X66284)). 
C = Fragment c (189 bp) umfaBt ein DNA-Fragment des 
Introns PIV2 aus dem Plasmid p3 5S GUS INT 
(Vancanneyt et al., Mol. Gen. Genet. 220 (1990), 
245*250) . 

D' = Fragment D 1 (17 0 bp) umfaBt ein DNA-Fragment mit dem 
5 f -Bereich der Codierregion des Acetyl-CoA- 
Hydrolase-Gens (Lee et al., Journal of Biological 
Chemistry 265 (1990), 7413-7418), Nucleotide 614 bis 
784 (Zugrif f snummer M31036) . 

D''= Fragment D'« (1420 bp) umfaBt ein DNA-Fragment mit 
der Codierregion des Acetyl-CoA-Hydrolase-Gens (Lee 
et al.. Journal of Biological Chemistry 265 (1990), 
7413-7418) , Nucleotide 785 bis 2194 (Zugrif f snummer 
M31036) . 

E = Fragment E (192 bp) umfaBt das Polyadenylierungs- 
signal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmides pTi- 
ACH5, Nucleotide 11749-11939 (Gielen et al., EMBO J. 
11 (1984), 3219-3227). 

Fig. 2 zeigt eine schematische Abbildung des 14,28 kb groBen 
Plasmids Bin-Hy-Int. Das Plasmid enthalt folgende 
Fragmente : 

A = Fragment A (528 bp) enthalt das EcoRI - Asp718 Frag- 
ment der Promotorregion des 3 5S Promotors des 
"cauliflower mosaic virus" (Nucleotide 6909 bis 
7437) (Frank et al.. Cell 21 (1980), 285-294). 

C = Fragment C (189 bp) umfaBt ein DNA-Fragment des 
Introns PIV2 aus dem Plasmid p3 5S GUS INT 
(Vancanneyt et al., Mol. Gen. Genet. 220 (1990), 
245-250) . 

D' = Fragment D' (17 0 bp) umfaBt ein DNA-Fragment mit dem 
5 1 -Bereich der Codierregion des Acetyl-CoA- 
Hydrolase-Gens (Lee et al., Journal of Biological 
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Chemistry (1990) 265, 7413-7418) , Nucleotide 614 bis 
784 (Zugrif f snummer M31036) . 
D r, = Fragment D* • (1420 bp) umfaBt ein DNA-Fragment mit 
der Codierregion der Acetyl-CoA-Hydrolase-Gens (Lee 
et al., Journal of Biological Chemistry (1990) 265, 
7413-7418) , Nucleotide 785 bis 2194 (Zugrif f snummer 
M31036) . 

E = Fragment E (192 bp) umfaBt das Polyadenylierungs- 
signal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmides pTi- 
ACH5, Nucleotide 11749-11939 (Gielen et al., EMBO J* 
11 (1984), 3219-3227). 

Fig. 3 zeigt einen Western-Blot zum Nachweis der Expression 
der Acetyl-CoA-Hydrolase aus Saccharomyces cerevisiae in 
transgenen Tabakblattern . 

Fig. 4 zeigt drei transgene MB-Hyl-Linien im Vergleich zu 
einer Kontrollpf lanze (links) . 

Fig. 5 zeigt Blatter der transgenen MB-Hyl-Linien 3 9 

Fig. 6 zeigt Blatter einer Kontrollpf lanze 

Fig. 7 zeigt eine Pflanze einer transgenen MB-Hyl 
Linie mit Bliiten 

Fig. 8 zeigt eine Kontrollpf lanze mit Bliiten 

Fig. 9 zeigt eine schematische Abbildung des 14, 25 kb gro- 
Ben Plasmids pTCSAS 

A = Fragment A (528 bp) enthalt das EcoRI - Asp718 Frag- 
ment der Promotorregion des 35S Promotors des 
"Cauliflower Mosaic Virus" (Nucleotide 6909 bis 
7437) (Frank et al., Cell 21 (1980), 285-294). 

B = Fragment B (1747 bp) umfaBt ein DNA-Fragment mit der 
Codierregion des Citrat-Synthase-Gens aus Tabak in 
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reverser Orientierung (Nucleotide l bis 1747) 
(Zugrif f snummer X84226) . 
C « Fragment C (192 bp) umfaBt das Polyadenylierungs- 
signal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmides pTi- 
ACH5, Nucleotide 11749-11939 (Gielen et al., EMBO J. 
11 (1984) , 3219-3227) . 

Methoden 

X. Clonierungsverf ahren 

Zur Clonierung in E. coli wurden die Vektoren pUC9-2 , 
pA7 (von Schaewen, A. (1989) Dissertation, Freie Univer- 
sitat Berlin) und pAM (siehe Beispiel l) verwendet. Fiir 
die Pf lanzentransf ormation wurden die Genkonstruktionen 
in den binaren Vektor pBinAR-Hyg (Hinter legungsnummer : 
DSM 9505; Hinter legungsdatum: 20.10.1994) cloniert. 

2 • Bakterienstamme 

Fiir die pUC-Vektoren und fUr die pBinARHyg-Konstrukte 
wurde der E. coli-stamm DH5a (Bethesda Research Labora- 
tories, Gaithersburgh, USA) verwendet. 

Die Transformation der Plasmide in die Kartof f elpf lanzen 
wurde mit Hilfe des Agrobacterium tumefacie/is-Stammes 
C58C1 pGV2260 durchgefUhrt (Deblaere et al., Nucl . Acids 
Res. 13 (1985), 4777-4788). 

3» Transformation von Agrobacterium tumefaciens 

Der Transfer der DNA erf olgte durch direkte Transforma- 
tion nach der Methode von Hofgen und Willmitzer (Nucleic 
Acids Res. 16 (1988), 9877). Die Plasmid-DNA transfor- 
mierter Agrobakterien wurde nach der Methode von Birn- 
boiro und Doly (Nucleic Acids Res. 7 (1979) , 1513-1523) 
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isoliert und nach geeigneter Restr iktionsspaltung gele- 
lektrophoretisch analysiert . 

4. Transformation von Tabak bzv. Raps 

Die Transformation von Tabak erfolgte nach der in Rosahl 
et al. (EMBO J. 6 (1987), 1155-1159) beschriebenen Me- 
thode . 

Die Transformation von Raps (Brassica napus) erfolgte 
analog zu der in Bade und Damm in "Gene Transfer to 
Plants" (Springer Verlag Heidelberg (1995) , S. 30-38) 
beschriebenen Methode. 

5. Transformation von Kartoffeln 

Zehn kleine mit dem Skalpell verwundete Blatter einer 
Kartof f el-Sterilkultur (Solanum tuberosum L. cv. De- 
siree) wurden in 10 ml MS-Medium (Murashige und Skoog, 
Physiol. Plant 15 (1962), 473) mit 2 % Saccharose ge- 
legt, welches 50 \il einer unter Selektion gewachsenen 
Agrobacterium tumeraciens-Obernachtkultur enthielt . Nach 
3-5-minUtigem leichtem Schutteln erfolgte eine weitere 
Inkubation fiir 2 Tage im Dunkeln. Daraufhin wurden die 
Blatter zur Kallusinduktion auf MS-Medium mit 1,6 % Glu- 
cose, 5 mg/1 Naphthylessigsaure, 0,2 mg/1 Benzylaminopu- 
rin, 250 mg/1 Claforan, 3 mg/1 Hygromycin und 0,80 % 
Bacto Agar gelegt* Nach einwochiger Inkubation bei 25 °C 
und 3 000 Lux wurden die Blatter zur Sproflinduktion auf 
MS-Medium mit 1,6 % Glucose, 1,4 mg/1 Zeatinribose, 2 0 
mg/1 Naphthylessigsaure, 20 mg/1 Giberellinsaure , 250 
mg/1 Claforan, 3 mg/1 Hygromycin und 0,80 % Bacto Agar 
gelegt • 
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6 • Pf lanzenhaltung 

Kartof f elpf lanzen wurden im Gewachshaus unter folgenden 
Bedingungen gehalten: 

- Lichtperiode 16 h bei 25000 Lux und 22 °C 

- Dunkelperiode 8 h bei 15°C 

- Luftf euchte 60 %. 

Tabakpf lanzen wurden im Gewachshaus unter folgenden Be- 
dingungen gehalten: 

- Lichtperiode 14 h bei 10000 Lux und 25°C 

- Dunkelperiode 10 h bei 20°C 

- Luftf euchte 65 %. 

7. Bestimmung der Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivitat in Blat- 
tern von TabaX- und Kartof f elpf lanzen 

Zur Bestimmung der Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivitat in Ta- 
bak- und Kartof felblattern wurden Blattproben in Extrak- 
tionspuffer (50 mM Hepes-KOH pH 7,5; 5 mM MgCl 2 ; 1 mM 
EDTA; 1 mM EGTA; 10 mM DTT; 10 % (Vol, /Vol.) Glycerin; 
0,1 % (Vol. /Vol, ) Triton X-100) homogenisiert. Nach Zen- 
trifugation wurden die zellfreien Extrakte fiir die En- 
zymaktivitatsmessung eingesetzt . 

Reaktionspuf f er : 100 mM Na-Phosphat, pH 7.2 

[l- 14 C]Acetyl-CoA 0.5 /xCi / 100 Ml 
Reaktionsvolumen: 105 /xl 
Reakt ionstemperatur : 3 0 ° C 
Messzeitpunkte: 2, 4, 6, 10 min 

Prinzip: 

Es werden DE8l-Filter (Ionenaustauscher ) verwendet, wo- 
bei HSCoA und [ 1- 14 C] Acetyl-CoA binden, jedoch [1- 14 C] 
Acetat beim Waschen (2 mal 5 min) der Filter mit 2% Es- 
sigsaure eluiert wird. Zur Bestimmung der Acetyl-CoA- 
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Hydrolase-Aktivitat wurde die auf den Filtern verbliebe- 
ne Radioaktivitat durch Szintillationsmessung und Ver- 
gleich mit Eichkurven bestimmt. 

(vgl. Roughan, P.G. et al. , Analytical Biochemistry. 
216 (1994), 77-82) 

8. Western-Blot-Analyse zum Nach we is der Expression von 
Acetyl-CoA-Hydrolase in Blattern 

Zum Nachweis der Acetyl-CoA-Hydrolase in Tabak- und 
Kartof felblattern wurden Blattproben in Extrak- 
tionspuffer (50 mM Hepes-KOH pH 7,5; 5 mM MgCl 2 ; 1 mM 
EDTA; 1 mM EGTA; 10 mM DTT; 10 % (Vol. /Vol.) Glycerin; 
0,1 % (Vol. /Vol.) Triton X-100) homogenisiert . Nach 
Zentrif ugation wurden Aliquots (10 /xg Protein) der 
zellfreien Extrakte fiir einen Western-Blot eingesetzt. 
Western-Blot-Analysen wurden unter Verwendung eines ge- 
gen die Acetyl-CoA-Hydrolase aus Saccharomyces cerevi- 
siae gerichteten polyclonalen Antikorpers wie bei Land- 
schiitze et al. (EMBO *J. 14 (1995), 660-666) beschrieben 
dur chge f iihr t . 

9. Bestimmung von Stof fwechselintermediaten in Tabakblat- 
tern 

Die Bestimmung von Saccharose, Glucose, Fructose und 
Starke erfolgte spektrophotometrisch mittels gekoppelter 
enzymatischer Reaktionen nach Stitt et al. (Methods in 
Enzymology, 174, 518-552). 

a) Bestimmung von Saccharose, Glucose und Fructose 

Jeweils drei Blattscheiben mit einem Durchmesser von 
je 1,1 cm wurden mit je 500 fxl 80% Ethanol in Wasser 
uber 90 min bei 70°C extrahiert. Nach Trennung der 
festen von der flUssigen Phase durch Zentrif ugation, 
wurde die fliissige Phase abgenommen und zur Messung 
der loslichen Zucker eingesetzt. 
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Der Reaktionspuf f er enthielt: 
100 mM Imidazol pH 6,9; 
5 mM MgCl 2 ; 
2 mM NADP 

1 mM ATP 

2 U/ml Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase 

G6P-Bestimmung: + 1,4 U/ml Hexokinase 
FlP-Bestiitunung: + 1,4 U/ml Phosphoglucoisomerase 
GIP-Bestimmung: +2,0 U/ml Phosphoglucomutase 

Die Messung erfolgt bei 30°C mit 50 /xl Extrakt. 

(G6P = Glucose-6-Phosphat; F1P = Fructose*l-^Phosphat ; 

G1P = Glucose-l-Phosphat) 

b) Bestimmuna von Starke 

Jeweils drei Blattscheiben mit einem Durchmesser von 
je 1,1 cm wurden mlt je 500 /xl 80% Ethanol in Wasser 
iiber 90 min bei 7 0°C extrahiert. Nach Trennung der 
festen von der fltlssigen Phase durch Zentrif ligation, 
wurde die fliissige Phase abgenommen, der feste Ruck- 
stand wurde zwei Mai mit 80% Ethanol in Wasser gewa- 
schen. 

Das Pellet wurde mit 400 /xl 0,2 N NaOH bei 95°C liber 
eine Stunde auf geschlossen . Es wurde mit 70 /xl 1 N 
Essigsaure bei Raumtemperatur neutralisiert und die 
feste von der fliissigen Phase durch Zentrif ugat ion 
abgetrennt . 

Die StSrke wurde unter Verwendung eines Sortiments 
zur Starkebestimmung (Boehringer, Mannheim) nach 
Herstellerangaben mit Hilfe von Amyloglucosidase hy- 
drolysiert und die freigesetzte Glucose enzymatisch 
bestimmt . 

c) Bestimmung von Fettsauren in Blattern und Samen 
Blattscheiben (jeweils 1,1 cm Durchmesser) oder je- 
weils ein Tabaksamen wurden in 1 ml 1 N HC1 in Metha- 
nol bei 8 0 °C unter Stickstof f atmosphare nach Zugabe 
von 5 /xg Meristylsaure als internem Standard fur 15 
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Minuten in einem verschlossenen Glasgefaft erhitzt. 
Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur wurden 1 ml 0,9 % 
wassrige NaCl Losung und 1 ml n-Hexan (p . A . ) zugege- 
ben. Nach Extraktion der wassrigen Phase wurde die 
organische Phase abgenommen und mit gasformigem 
Stickstof f eingeengt • 

Die Auftrennung und Quantif izierung der Fettsaureme- 
thylester erfolgte durch Gaschromatographie nach 
Browse et al. (Analytical Biochemistry 152 
(1986) ,141-145) • 

d) Bestimmuna von Chlorophyll a und b. Antheraxanthin . 
Zeaxanthin und Violaxanthin 

Blattscheiben (jeweils 1,1 cm Durchmesser) wurden di- 
rekt nach der Probennahme in f liissigem Stickstof f 
eingefroren. Die folgenden Schritte wurden bei abge- 
dunkeltem Raumlicht durchgef iihrt . 

Die Proben wurden mit 2 50 jzl eiskaltem 85 % Aceton in 
Wasser homogenisiert , die Suspension wurde dann ca. 
3 0 Sekunden mit Stickstof f gas durchspUlt und an- 
schlieBend 15 Minuten auf Eis gelagert. Nach Zentri- 
fugation fiber 15 Minuten bei 4°C und lOOOOg wurde der 
Uberstand durch einen Millipore-Millex-GV4 Sterilfil- 
teraufsatz filtriert und anschlieBend 3 0 Sekunden bei 
4°C mit Stickstof f gas durchspult. Die Proben wurden 
dann bis zur Messung bei -70 °C gelagert. Die Trennung 
und Quantif izierung der Pigmente erfolgte durch Hoch- 
druckf liissigkeits-chromatographie (HPLC) wie durch 
Zhayer und Bjorkman (J. Chromatogr. 54 3 (1990), 137- 
14 5 ) beschr ieben . 

Als Trennsaule wurde eine ZORBAX ODS 5 ^m non- 
endcapped 250 * 4,5 mm Reversed-Phase-Saule verwen- 
det. Die Detektion der Pigmente erfolgte durch Mes- 
sung der Absorption bei 4 50 nm in einem Bereich von 
0,04 Absorptionseinheiten (AUFS) . 
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10. Bestimmung der Citrat-Synthase-Aktivitat in Blattern von 
Tabakpflanz n 

Zur Bestimmung der Citrat-Synthase-Aktivitat in Tabak- 
blSttern wurden Blattproben in Extraktionspuf f er (50 mM 
Hepes-KOH pH 7,5; 5 mM MgCl 2 ; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 10 % 
(Vol. /Vol.) Glycerin; 0,1 % (Vol. /Vol.) Triton X-100; 4 
mU / ml ot2-Macroglobulin) homogenisiert . Nach Zentrif li- 
gation wurden die zellfreien Extrakte fur die Enzymakti- 
vitatsmessung eingesetz t . 

Die Aktivitat der Citrat-Synthase wurde photometrisch 

bestimmt: 

Reaktionspuf f er : 

0,1 M Tris-Cl pH 8.0 

0,1 mM 5, 5 1 -Dithio-bis (-2-nitrobenzoesaure) 

0,3 mM Acetyl-CoA 
Reakt ionsvolumen : 7 0 0 1 

Reakt ions temper a tur : 3 0 ° C 

eingesetztes Protein: — 60 /xg 

Start: 7 /il 50 mM Oxalacetat 

Die Messung der Absorption erfolgte bei 412 nm. 



Die Beispiele erlautem die Erfindung. 



Beispiel 1 



Konstruktion des binaren Plasmides Bin-mHy-Int 

Fiir die Pf lanzentransf ormation wurde die Codierregion des 
Acetyl-CoA-Hydrolase-Gens aus Saccharomyces cerevisiae mit- 
tels der Polymerasekettenreaktion (PCR) ausgehend von geno- 
mischer Saccharomyces csrBvisiae DNA mittels der Primer 
AcCoHyl ( 5 f -GTCAGGATCCATGACAATTTCTAATTTGTTAAAGCAGAGA-3 ■ ) 

(Seq ID No. 1) und 

AcCoHy2 ( 5 1 -GTCAGGATCCCTAGTCAACTGGTTCCCAGCTGTCGACCTT-3 1 ) 

(Seq ID No. 2) 
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amplif iziert. Die Sequenz der Acetyl-CoA-Hydrolase aus Sac- 
charomyces cerevisiae ist in der GenEmbl-Datenbank mit der 
Zugrif fsnummer M31036 eingetragen. Die Clonierung des Ace- 
tyl-CoA-Hydrolase-Gens ist in Lee et al. (Journal of Biolo- 
gical Chemistry 265 (1990), 7413-7418) beschrieben. Das 
amplif izierte Fragment entspricht der Region von den Nucleo- 
tiden 614 bis 2194 dieser Sequenz (Zugrif fsnummer M31036) . 
Hierbei wurde am 5'-Ende und am 3~-Ende je eine BamHI - 
Schnittstelle eingefiigt. Das 1590 bp lange BamHI geschnitte- 
ne PGR Fragment wurde iiber die zusatzlichen Schnittstellen 
in die BamHI-Schnittstelle des Vektors pUC9-2 cloniert. Das 
Intron PIV2 (18 9 bp) aus dem Plasmid p35S GUS INT 
(Vancanneyt et al., Mol. Gen. Genet. 220 (1990), 245-250) 
viber PCR mittels der Primer GUS-l (5»- 

gtatacgtaagtttctgcttctac-3 1 ) (Seq ID No. 3) und GUS-2 (5'- 
gtacagctgcacatcaacaaattttgg-3 1 ) (Seq ID No. 4) amplif iziert , 
mit SnaBI und PvuII nachgeschnitten und in die singulare 
BbrPI-Schnittstelle des Acetyl-CoA-Hydrolase-Gens aus Sac- 
charomyces cerevisiae cloniert. Die korrekte Orient ierung 
des insertierten Introns (S'-Ende des Introns zum 3"-Ende 
des 5 f -gelegenen Exons hin orientiert) wurde durch Sequenza- 
nalyse bestatigt. Das auf diese Weise hergestellte Plasmid 
erhielt die Bezeichnung pUC-Hylnt. 

Das Plasmid pUC-Hylnt wurde mit BamHI geschnitten und das 
1779 bp lange Acetyl-CoA-Hydrolase-Fragment (mit insertier- 
tem Intron) in die BamHI-Schnittstelle des Plasmids pAM clo- 
niert. Das so erhaltene Plasmid erhielt die Bezeichnung pAM- 
Hylnt. 

Das Plasmid pAM wurde wie im folgenden beschrieben herge- 
stellt. Die mitochondriale Targetsequenz (111 bp) des Pro- 
teins der "Matrix processing peptidase" (MPP) aus Kartoffel 
wurde unter Verwendung der Primer Mito-TPl (5»- 
GATCGG2ACCATGTACAGATGCGCATCGTCT-3 • ) (Seq ID No. 5) und Mito- 
TP2 (5 1 -GTACGGATCCCTTGGTTGCAACAGCAGCTGA— 3 • ) ( Seq ID No . 6 ) 
mittels PCR amplif iziert . Als Matrize fUr die PCR diente das 
Plasmid pMPP (Braun et al., EMBO J. 11 (1992), 2219-3227). 
Das amplif izierte Fragment entspricht der Region von den 
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Nucleotiden 299 bis 397 der MPP cDNA (Braun et al., s.o.; 
EMBL Zugrif f snummer : X66284). Hierbei wurde am 5 1 -Ende eine 
Asp718-Schnittstelle und am 3 ■ -Ende eine BamHI-Schnittstelle 
eingefilgt. Das PCR-Fragment wurde mit Asp718 und BamHI ge- 
schnitten und das resultierende 109 bp lange Fragment: an- 
schlieBend in den mit Asp718 und BamHI geschnittenen Vektor 
pA7 (von Schaewen, A. (1989) Dissertation, Freie Universitat 
Berlin) cloniert. 

Das Plasmid pAM-Hylnt wurde mit Asp718 und Xbal geschnitten 
und das 1887 bp lange Fragment bestehend aus der Codierre- 
gionen ftir das Targetingpeptid der Kartoffel "Matrix proces- 
sing peptidase" und der Codierregion fur die Acetyl-CoA- 
Hydrolase aus Saccharomyces cerevisiae (mit insertiertem 
Intron) isoliert und die 5 1 -Uberhange dieses Fragmentes un- 
ter Verwendung der T4-DNA-Polymerase zu glatten Enden aufge- 
fttllt. Das so hergestellte Fragment wurde in die Smal- 
Schnittstelle des binaren Plasmids pBinAR-Hyg cloniert. Da- 
bei war die Codierregionen des Targetingpeptids der Kartof- 
fel "Matrix processing peptidase" zum 3 5S-RNA-Promotor des 
Blumenkohlmosaikvirus hin orientiert. Hieraus result ierte 
das Plasmid Bin-mHy-Int (siehe Figur 1) , welches fur die 
Transformation von Tabak (Nicotiana tabacum SNN) und Kartof- 
fel {Solanum tuberosum L. cv. Dfesirfee) wie oben beschrieben 
eingesetzt wurde. 

Beispiel 2 

Konstruktion des binaren Plasmides Bin-Hy-Int 

Das BamHI-Fragment des Plasmides pUC-Hy-Int (siehe Beispiel 
1) wurde in die BamHI-Schnittstelle des Plasmides pA7 (von 
Schaewen, A. (1989) Dissertation, Freie Universitat Berlin) 
cloniert. Dabei war das 5 f -Ende der Codierregion der Acetyl- 
CoA-Hydrolase zum 35S-RNA-Promotor hin orientiert. Das so 
hergestellte Plasmid erhielt die Bezeichnung pA7-Hy-Int. Das 
Plasmid pA7-Hy-Int wurde mit Kpnl und Xbal geschnitten, das 
1778 bp lange Fragment bestehend aus der Codierregion fUr 
die Acetyl-CoA-Hydrolase aus Saccharomyc&s c&revisiae (mit 
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inseriertem Intron) isoliert und anschliefiend in den mit 
Kpnl und Xbal geschnittene binare Plasmid pBinAR-Hyg 
(Hinter legungsnummer : DSM 9505; Hinterlegungsdatum : 

20,10.1994) cloniert. Hieraus resultierte das Plasmid Bin- 
Hy-Int (siehe Figur 2) , welches fiir die Transformation von 
Tabak (Nicotiana tabacum SNN) und Kartoffel (Solanum tubero- 
sum L. cv. Desiree) eingesetzt wurde. 

Beispiel 3 

Analyse von transgenen Tabakpf lanzen, die eine Acetyl-CoA- 
Hydrolase aus Saccharomyces cerevisiae exprimieren 

Aus Tabakpf lanzen, die mit dem Plasmid Bin-mHy-Int (siehe 
Beispiel 1) transf ormiert worden waren, wurden ganze Tabak- 
pf lanzen regeneriert, in Erde transf eriert und durch We- 
stern-Blot-Analyse auf die Anwesenheit der Acetyl-CoA- 
Hydrolase aus Saccharomyces cerevisiae hin in Blattern se- 
lektiert. Dabei wurden mehrere Genotypen identif iziert , die 
eindeutig die Acetyl-CoA -Hydrolase aus Saccharomyces cerevi- 
siae exprimieren (siehe Fig. 3). Mehrere der selektierten 
transgenen Linien wurden hinsichtlich der Acetyl-CoA- 
Hydrolase-Aktivitat in BISttern analysiert. Dabei wurde in 
einigen Linien eine urn bis zu dreifach erhohte spezifische 
Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivitat verglichen mit den Kontroll- 
pf lanzen gemessen (z.B. MB-Hyl-39, MB-Hyl-78, MB-Hyl-81; 
vgl. Tabelle I) . 



Tabelle I 



Pf lanze 


Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivitat 
(nmol min" 1 mg" 1 Protein) 


Kontrolle 


1,49 ± 1,06 


MB-Hyl-39 


5,58 ± 1,59 


MB-Hyl-78 


2,92 ± 0,74 


MB-Hyl-81 


3,25 ± 0,79 
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Die hier dargestellten Enzymaktivitaten sind der Mittelwert 
von mindestens acht Messungen ausgehend von mindestens drei 
unabhangigen Pflanzen der genannten transgenen Linie. 

Die oben genannten Genotypen MB-Hyl-39, MB-Hyl-78, MB-Hyl-81 
wurden amplif iziert, und jeweils 3 Pflanzen wurden in ein 
Gevachshaus transfer iert. 

Ober raschenderwe i se wurde f estgestellt , daB die Blatter von 
Pflanzen der transgenen Linien MB-Hyl-39, MB-Hyl-78, MB-Hyl- 
81 reduzierte Mengen an Fettsauren im Vergleich zu Kontroll- 
pflanzen enthalten (vgl. Tabelle II). 



Tabelle II 



Fett- 


Kontroll- 


MB-Hyl-39 


MB-Hyl-78 


MB-Hyl-81 


eSure- 


pf lanze 


[jimol/g 


(A/mol/g 


[pmol/g 


typ 


[Afmol/g 


(Trocken- 


(Trocken- 


(Trocken- 




(Trocken- 


gewicht ) ] 


gewicht ) ] 


gewicht ) ] 




gewicht) ] 














16:0 


2,63 


±0,35^ 


1,17 


±0,18 


2,00 


±0,34 


2,21 


±0,29 


16:1 


0 r 76 


±0,10 


0,35 


±0,05 


0,59 


±0,05 


0,65 


±0,07 


16:2 


O, 57 


±0,10 


0,23 


±0,04 


0,31 


±0,02 


0,37 


±0,01 


18:0 


0,26 


±0,06 


0,11 


±0,02 


0, 16 


±0,03 


0, 18 


±0,02 


16:3 


1,69 


±0,17 


0,66 


±0,13 


1,66 


±0,18 


0,68 


±0, 12 


16:1 


0,69 


±0,13 


0,15 


±0,00 


0,27 


±0,07 


1,26 


±0,01 


18:2 


2,79 


±0,27 


1,13 


±0,13 


1,44 


±0,13 


2,21 


±0,23 


18:3 


11,43 


±1,46 


4,36 


±0,60 


8,61 


±0,94 


10,02 


±0,54 


Summe: 


20,83 


±2,64 


8,17 


±1,15 


15,03 


±1,78 


17,57 


±1,29 



Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte sowie die Standar- 
dabweichungen aus jeweils 2 unabhangigen Messungen dar. 

Oberraschenderweise wurde ferner f estgestellt , daB die Samen 
der transgenen Pflanzen MB-Hyl-39, MB-Hyl-78, MB-Hyl-81 
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gleiche Mengen an Fettsauren im Vergleich zu Kontrollpf lan- 
zen enthalten (vgl. Tabelle III) • 



Tabelle III 



Fett- 


Kontroll- 


MB-Hyl-39 


MB-Hyl-78 


MB-Hyl-81 


oaure- 


pf lanze 


[nmol/Samen] 


[ nmol/Samen] 


[ nmol/Samen ] 


typ 


[ nmol/Samen] 














16:0 


12,28 


±2,86 


10,14 


±3,90 


13,55 


±2,63 


10,71 


±1,20 


16:1 


0,25 


±0,19 


0,27 


±0, 17 


0,42 


±0,09 


0,27 


±0,15 


16:2 


0,20 


±0,17 


0,07 


±0,11 


0,09 


±0, 12 


0,07 


±0,08 


18:0 


0,02 


±0,05 


0,03 


±0,06 


0,00 


±0,00 


0,01 


±0,03 


16:3 


3, 01 


±1,13 


2,04 


±0,86 


3,46 


±1, 12 


2,60 


±0,42 


18:1 


13,08 


±3,49 


10,25 


±5,02 


15,00 


±2,99 


10,78 


±1,37 


18:2 


101,49 


±20,42 


86,29 


±36,05 


111,58 


±19,46 


90,03 


±8,97 


18:3 


1,71 


±0,28 


1,74 


±0,60 


2,06 


±0,35 


2,05 


±0,37 


Summe : 


132,05 


±28,59 


110,84 


±46,77 


146, 16 


±10,71 


116,51 


±12,59 



Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte sowie die Standar- 
dabweichungen aus mindestens 6 unabhangigen Messungen dar. 
Die Analyse des Gewichtes von jeweils 200 Samen ergab, dafi 
kein signif ikanter Unterschied zwischen den Samen der trans- 
genen Pf lanze MB-Hyl-3 9 und Samen von Kontrollpf lanzen be- 
stehen (vgl. Tabelle IV). 



Tabelle IV 





Samengewicht 
[£ig pro Sa- 
men] 


Kontrollpf lanze 


88,0 


±6,0 


MB-Hyl-39 


87,8 


±2,5 



Die Analyse von loslichen Zuckern wie Glucose, Fructose und 
Saccharose ergab erstaunlicherweise, dafi die Blatter von 
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Pflanzen der transgenen Linien MB-Hyl-39, MB-Hyl-78, MB-Hyl- 
81 erhohte Gehalte an Saccharose, Glucose und Fructose so- 
wohl am Ende der Lichtphase (vgl. Tabelle V), als auch am 
Ende der Dunkelphase enthalten (vgl. Tabelle VI). 

Tabelle V 



Gehalte an loslichen Zuckern am Ende der Lichtphase 

(n=6) 




Glucose 
pmo 1 / g ( Tr oc ken - 
gewicht ) 


Fructose 
fjmol /g ( Trocken- 
gewicht ) 


Saccharose 
pmol/g (Trocken- 
gewicht) 


Kontroll- 
pf lanze 


17,3 


±17, 5 


31,2 


±20,0 


146,6 


±54,5 


MB-Hyl-39 


79,6 


±44,8 


105,8 


±61,7 


294,0 


±112,7 


MB-Hyl-78 


188,4 


±194,2 


118,1 


±129,3 


239,9 


±161,1 


MB-Hyl-81 


88,6 


±59,0 


24,3 


±39, 5 


208,8 


±148,8 



Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte sowie die Standar- 
dabweichungen aus jeweils 6 unabh&ngigen Messungen dar. 



Tabelle VI 



Gehalte an loslichen Zuckern am Ende der Dunkelphase (n=3) 




Glucose 
timol/g (Trocken- 
gewicht) 


Fructose 
/xmol / g ( Trocken- 
gewicht) 


Saccharose 
/limo 1 / g ( Trocken- 
gewicht) 


Kontroll- 
pf lanze 


10,2 


±9,2 


5,1 


±4,4 


44,9 


±13,9 


MB-Hyl-39 


30,0 


±18,8 


28,1 


±14,8 


150,9 


±112, 3 


MB-Hyl-78 


142,0 


±150,3 


53,4 


±30,2 


190, 9 


±2 00, 8 


MB-Hyl-81 


8,8 


±7,6 


12,9 


±1,9 


16,5 


±2,1 
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Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte sowie die Standar- 
dabweichungen aus jeweils 3 unabhangigen Messungen dar. 

Bei der Analyse von St5rke wurde weiterhin erstaunlicherwei- 
se f estgestellt, daB die Blatter von Pflanzen der transgenen 
Linien MB-Hyl-39, MB-Hyl-78, MB-Hyl-81 erhohte Gehalte an 
StSrke sowohl am Ende der Lichtphase , als auch am Ende der 
Dunkelphase enthalten (vgl. Tabelle VII) . 

Tabelle VII 



Gehalte an Starke am Ende der Lichtphase und am Ende der 

Dunkelphase 




Ende der Lichtpha- 
se (n=6) 


Ende der Dunkelphase 
(n=3) 




mmol/g (Trockengewicht) 


mmol/g (Trockengewicht) 


Kontroll- 
pf lanze 


2,37 


±0,67 


0, 97 


±0,76 


MB-Hyl-39 


4, 81 


±1, 82 


2,57 


±2, 08 


MB-Hyl-78 


1,79 


±1,49 


1,77 


±2,18 


MB-Hyl-81 


2,23 


±1,33 


0, 17 


±6,02 



Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte sowie die Standar- 
dabweichungen aus jeweils 3 bzw. 6 (vgl. Tabelle VII) unab- 
hangigen Messungen dar. 

Bei der Anzucht der transgenen Pflanzen MB-Hyl-39, MB-Hyl- 
78, MB-Hyl-81 im Gewachshaus wurde weiterhin f estgestellt , 
daB die transgenen Pflanzen im Vergleich zu Kontrollpf lanzen 
einen veranderten PhSnotyp aufwiesen* Insbesondere wurde im 
Falle der transgenen Pflanzen ein reduziertes Wachstum, die 
Ausbildung mehrerer Sprosse, sowie eine mosaikartige Veran- 
d rung in der BlattfSrbung f estgestellt (siehe Fig. 4 und 
5) . Zur genaueren Analyse der Blattfarbung wurden die Gehal- 
te an Chlorophyll a und b, sowie an den Carotinoiden 
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Zeaxanthin, Antheraxarrthin und Violoxanthin bestimmt (vgl. 
Tabelle VIII und IXa und b) . 



Tabelle VIII 





Gehalt an Chlorophyll b 
(Minol / g 
(Trockengewicht ) 


Gehalt an Chlorophyll a 
(/xmol / g 
(Trockengewicht) 


Kontroll- 
pf lanze 


5, 42 


±0,46 


5,98 


±0,54 


MB-Hyl-39 


2, 38 


±0,21 


2,73 


±0,21 


MB-Hyl-78 


4, 23 


±0, 82 


4,81 


±0,74 


MB-Hyl-81 


5, 13 


±0,3 6 


6, 03 


±0, 54 



Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte sowie die Standar- 
dabweichungen aus jeweils 3 unabhangigen Messungen dar. 



Tabelle IXa 





Violaxanthin 
(MTnol / g 
(Trockenge- 
wicht) 


Antheraxanthin 
(/iniol / g 
(Trockenge- 
wicht) 


Zeaxanthin 
(/xmol / g 
(Trockenge- 
wicht) 


Kontroll- 
pf lanze 


0,173 


±0,042 


0, 178 


±0,049 


0,299 


±0,114 


MB-Hyl-3 9 


0,215 


±0, 045 


n.d. 


n.d. 


n.d. 


n.d. 


MB-Hyl-7 8 


0,314 


±0, 052 


0, 051 


±0, 036 


n.d. 


n.d. 


MB-Hyl-81 


0,591 


±0,205 


0,034 


±0, 004 


n.d. 


n.d. 



n.d. nicht detektiert (unter der Nachweisgrenze) 
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Tabelle IXb 





Lutein 
(Axmol/g 
( Trockengew i cht ) 


Neoxanthin 
(/imol/g 
(Trockenqewicht) 


Kontrollpf lanze 


1,94 


±0,32 


0, 38 


±0,06 


MB-Hyl-39 


0,74 


±0,11 


0, 15 


±0, 03 


MB-Hyl-78 


1,46 


±0,51 


0,22 


±0,02 


MB-Hyl-81 


1,79 


±0,40 


0,39 


±0, 11 



Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte sowie die Standar- 
dabweichungen aus jeweils 3 unabhangigen Messungen dar. 

Beispiel 4 

Konstruktion des binaren Plasmides pTCSAS 

Das durch in-vivo-Excision aus einer X ZAP II cDNA Biblio- 
thek aus Nicotlana tabacum L. erhaltene Plasmid pTCS, enhalt 
in der EcoR I Schnittstelle des pBluescript SK Vektors ein 
174 7 bp cDNA Fragment mit der Codierregion des Citrat- 
Synthase-Gens aus Tabak (Zugrif f snununer X84 226) . 
Das BamHI -Fragment des Plasmides pTCS wurde in die Bam- 
Hl/Sall-Schnittstellen des binfiren Plasmides BinAR cloniert. 
Dabei war das 3 f -Ende der Codierregion der Citrat-Synthase 
zum 35S-RNA-Promotor hin orient iert. Das so hergestellte 
Plasmid erhielt die Be2eichnung pTCSAS* 

pTCSAS wurde fur die Transformation von Tabak {Nicotlana ta- 
bacum SNN) eingesetzt. 
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Beispi 1 5 

Analyse von transgenen Tabakpf lanzen mit reduzierter Citrat- 

Synthase-Aktivitat 

Regenerierte Tabakpf lanzen, die mit dem Plasmid pTCSAS 
transformiert worden waren, wurden in Erde transferiert und 
durch Messung der Citrat-Synthase-Aktivitat hin in Blattern 
selektiert. Dabei wurden mehrere Genotypen identif iziert, 
die_eindeutig eine Reduktion der Citrat-Synthase-Aktivitat 
(siehe Tabelle X) • Mehrere der selektierten transgenen Lini- 
en wurden hinsichtlich der Citrat-Synthase-Aktivitat in 
Blattern analysiert. Dabei wurde in einigen Linien eine um 
bis zu sechsfach erniedrigte spezifische Citrat-Synthase- 
Aktivitat verglichen mit den Kontrollpf lanzen gemessen (z^B. 
TCSAS-14, TCSAS-17; TCSAS-26; TCSAS-43; TCSAS-48; vgl. Ta- 
belle X) . 



Tabelle X 



Linie 


CS-AktivitSt 
[nmol CoA / min mg] 


Kontroll- 
pf lanze 


69, 00 


±21, 20 


TCSAS-14 


35,87 


±8,62 


TCSAS-17 


25,21 


±7, 12 


TCSAS-2 6 


11,63 


±3, 90 


TCSAS-4 3 


33,90 


±8,30 


TCSAS-48 


16,25 


±4,80 



CS = Citratsynthase 



Die hier dargestellten Enzymaktivitaten sind der Mittelwert 
von mindestens 18 Messungen ausgehend von mindestens neun 
unabhangigen Pf lanzen. 
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Die oben genannten Genotypen TCSAS-17 und TCSAS-2 6 wurden 
amplif iziert , und jeweils 6 Pflanzen wurden in ein Gewachs- 
haus transfer iert . 

Uberraschenderweise wurde f estgestellt , dafi die Samen der 
transgenen Pflanzen TCSAS-17 und TCSAS-2 6 reduzierte Mengen 
an FettsSuren im Vergleich zu Kontrollpf lanzen enthalten 
(vgl. Tabelle XI) . 



Tabelle XI 





wt 

[nmol/ Samen] 


t 17 
[nmol /Samen] 


t 26 
[nmol /Samen] 


16* :0 


15, 42 


±2,96 


7, 03 


±1,74 


9,58 


±1,37 


18. : 1 


17,78 


±4,12 


6, 88 


±2,02 


9,24 


±2,29 


18, :2 


116,27 


±17, 66 


63,25 


±12,09 


80, 13 


±14 , 74 


18 . : 3 


1,74 


±0,38 


1,23 


±0,27 


1,44 


±0,27 


Summer 


151, 22 


±25,11 


78, 39 


±16,13 


100, 39 


±18,68 



Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte sowie die Standar- 
dabweichungen aus jeweils 10 unabhangigen Messungen dar* 

Die Analyse des Gewichtes von jeweils 2 00 Samen ergab, daS 
ein signif ikanter Unterschied zwischen den Samen der trans- 
genen Pflanzen TCSAS-17 und TCSAS-26 verglichen mit den Sa- 
men von Kontrollpf lanzen bestehen (vgl. Tabelle XII) . 



Tabelle XII 





S amengewi cht 
[ng pro Sa- 
men] 


Kontrollpf lanze 


90,5 


±2,5 


TCSAS-17 


48,0 


1,6 


TCSAS-26 


€0,5 


±5,5 
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Beispiel 6 

Konstruktion des Pf lanzentransf ormationsvektors pBin-USF- 

MTPHylnt 

Ftlr die Pf lanzentransf ormation wurde die Codierregion des 
Acetyl -CoA-Hvdrolase -Gens aus S ac char omyc&s cerevisiae mit- 
tels der Polymerasekettenreaktion (PCR) , wie in Beispiel l 
beschrieben isoliert • 

Das Plasmid pAM-Hylnt wurde mit Asp7l8 und Hindlll ge- 
schnitten und das 1931 kb lange Fragment bestehend aus der 
Codierregion des Targetingpeptides der Kartoffel "Matrix 
processing peptidase" und der Codierregion fur die Acetyl- 
CoA-Hydrolase aus Saccharomyces cerevisiae (mit inseriertem 
Intron) isoliert. Das so isolierte Fragment wurde in die 
Asp718/HindIII-Schnittstellen des binaren Plasmides pUSP- 
Binl9 cloniert. Dieser Vektor enthalt den USP-Promotor 
(Fiedler et al., Plant Mol . Biol. 22 (1993), 669-679), ins- 
besondere das 684 bp lange Pstl-Fragment aus pP3 0T, ein Ka- 
namycinresistenzgen, eine Multiple-Cloning-Site und die Po- 
lyadenylierungsstelle des Oct op insynthase -Gens . Das resul- 
tierende Plasmid pBin-USP-MTPHylnt wurde fur die Transforma- 
tion von Raps wie oben beschrieben eingesetzt. 

Beispiel 7 

Konstruktion des Pf lanzentransf ormationsvektors pBin- 

us P / Hyg— TP— ACS 

Fiir die Pf lanzentransf ormation wurde die Codierregion des 
Acetvl-CoA-Svnthetase -Gens (De Virgilio et al., Yeast 
8(1992), 1043-1051) aus Saccharomyces cerevisiae rait Hilfe 
der Polymerasekettenreaktion (PCR) ausgehend von genomische 
S. cerevisiae DNA mittels der Primer ACSl (5* GAT CAA GCT TAT 
GTC GCC CTC TGC CGT ACA ATC -3 1 ; Seq ID No. 7) und ACS 2 (5 1 - 
GAT CAA GCT TTC ATC ATT ACA ACT TGA CCG ATC C-3 • , Seq ID No. 
8) amplif iziert . Die Sequenz der Acetyl-CoA-Synthetase ist 
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in der GenEMBL Datenbank init der Zugrif f snummer X66425 ein- 
getragen. Die Clonierung des Acetyl-CoA-Synthetase Gens ist 
in De Virgilio (a.a.O.) beschrieben. Das amplif izierte Frag- 
ment entspricht der Region von den Nucleotiden 162 bis 2303 
dieser Sequenz. Hierbei wurde am 5' -Ende und am 3 1 -Ende eine 
Hindlll-Schnittstelle eingeftigt. Das 2151 bp lange Hindlll- 
Fragment wurde uber die zusatzlichen Schnittstellen in die 
Hindlll-Schnittstelle des Vektors pSK-TP cloniert. Dieses 
Plasmid enthalt eine DNA-Sequenz, die das plastidare Tran- 
sitpeptid der Ferredoxin: NADP+-Oxireduktase aus Spinat co- 
diert. Das Plasmid pSK-TP-ACS wurde mit Asp718 geschnitten, 
die Schnittstellen mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase zu glat- 
ten Ende aufgefUllt und anschliefcend Xbal geschnitten. Das 
so isolierte 2 38 0 kb lange Fragment bestehend aus der Co- 
dierregion des Targetingpeptides der Spinat Ferre- 
doxin: NADP + -Oxireduktase und der Codierregion fvir die Ace- 
tyl-CoA-Synthetase aus S. cerevisiaB wurde in die Smal/Xbal- 
Schnittstellen des binaren Plasmides pBin-USP-Hyg cloniert • 
Dieser Vektor enthalt den USP-Promotor (684 Pstl-Fragment 
aus pP30T (Fiedler et al., a.a.O.). Das resultierende Plas- 
mid pBin-USP/Hyg-TP-ACS wurde fiir die Transformation von 
Rapspf lanzen, die eine Acetyl-CoA-Hydrolase aus Hefe (siehe 
Beispiel 4) exprimieren, wie oben beschrieben eingesetzt. 

Beispiel 8 

Konstruktion des Fflanzentransformationsvektors pBin- 

USP/Hyg-TP-ACLY 

Fur die Pf lanzentransf ormation wurde die Codierregion des 
ATP ; Citrat-Lvase-Gens aus Rattus norveglcus mit Hilfe der 
Polymerasekettenreaktion (PCR) ausgehend von cDNA aus Rattus 
norvegicus mittels der Primer ACLY1 (5 1 - ACT GAA GCC TAT GTC 
AGC CAA GGC AAT TTC AGA GCA-3 • , Seq ID No. 9) und ACLY2 (5«- 
ACT GAA GCC TTT ACA TGC TCA TGT GTT CCG GGA GAA C -3 ■ , Seq 
ID No. 10) amplif iziert. Die Sequenz der ATP : Citrat— Lyase 
ist in der GenEMBL Datenbank mit der Zugrif f snummer J05210 
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eingetragen. Die Clonierung des ATP : Citrat-Lyase-Gens aus 
Rattus noirvegicus ist in Elshourbagy et al. (J. Biol. Chem. 
265 (1990), 1430-1435) beschrieben. Das aroplif izierte Frag- 
ment entspricht der Region von den Nucleotiden 73 bis 3375 
dieser Sequenz. Hierbei wurde am 5 f -Ende und am 3* -Ende eine 
Hindlll-Schnittstelle eingefiigt. Das 3312 bp lange Hindlll- 
Fragment wurde iiber die zusatzlichen Schnittstellen in die 
Hindlll-Schnittstelle des Vektors pSK-TP cloniert. Das Plas- 
mid pSK-TP-ACLY wurde mit Asp718 geschnitten, mit Hilfe der 
T4-DNA-Polymerase zu glatten Ende aufgefUllt und an- 
schlieSend mit Xbal geschnitten. Das so isolierte 3494 kb 
lange Fragment bestehend aus der Codierregion des Targeting- 
peptides der Spinat Ferredoxin:NADP + -Oxireduktase und der 
Codierregion fiir die ATP : Citrat-Lyase aus Rattus norveglcus 
wurde in die Smal/Xbal-Schnittstellen des binaren Plasmides 
pBin-USP-Hyg cloniert. Das result ierendee Plasmid pBin- 
USP/Hyg-TP-ACLY wurde fUr die Transformation von Raps wie 
oben beschrieben eingesetzt. 



Beispiel 9 

Konstruktion des Pf lanzentransf ormationsvektors pBin-USP- 

MTPCS 

Ftir die Pf lanzentransf ormation wurde die Codierregion des 
C i tr at- S vntha se -Gens aus E. coll mit Hilfe der Polymerase- 
kettenreaktion (PCR) ausgehend von genomische E. coll DNA 
mittels der Primer CS1 (5*- A CTG GGA TCC ATG GCT GAT ACA 
AAA GCA AAA CTC ACC C -3 1 , Seq ID No. 11) und CS2 (5 f - A CTG 
GGA TTC TTA ACG CTT GAT ATC GCT TTT AAA G -3', Seq ID No. 
12) amplif iziert . Die Clonierung und die Sequenz des Citrat- 
Synthase-Gens ist in Ner et al. , Biochemistry 22 (1983) , 
5243-5249 beschrieben. Das amplif izierte Fragment entspricht 
der Codierregion von den Nucleotiden 1 bis 1284 dieser Se- 
quenz. Hierbei wurde am 5 1 -Ende und am 3 1 -Ende eine BaroHI- 
Schnittstelle eingefiigt. Das 12 94 lange BamHI-Fragment wurde 
Aiber die zusatzlichen Schnittstellen in die BamHI-Schnitt- 
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stelle des Vektors pAM cloniert. Das Plasmid pAM-CS wurde 
mit Asp718 und Hindlll geschnitten und mit der T4-DNA-Poly- 
merase zu glatten Enden aufgefiillt und das 1393 kb lange 
Fragment bestehend aus der Codierregion des Targetingpepti- 
des der Kartoffel "Matrix processing peptidase" und der Co- 
dierregion fiir die Citrat-Synthase aus E. coli isoliert. Das 
so isolierte Fragment wurde in die Smal-Schnittstellen des 
binaren Plasmides pUSP-Binl9 (siehe Beispiel 6) cloniert* 
Das resultierende Plasmid pBin-USP-MTPCS wurde einerseits 
fur die Transformation von Tabakpf lanzen und andererseits 
von Rapspf lanzen wie oben beschrieben eingesetzt. 

Beispiel 10 

Transgene Pf lanzen mit einer mitochondrialen Acetyl-CoA-Hy- 
drolase und einer plastidaren Acetyl-CoA-Synthetase 

Pf lanzen, die eine Acetyl-CoA-Hydrolase aus Hefe mit mito- 
chondrialem Targeting und eine Acetyl-CoA-Synthetase aus He- 
fe mit plastidarem Targeting coexprimieren wurden regene- 
riert und im Gewachshaus angezogen. Die Samen dieser Pf lan- 
zen wurden wie oben beschrieben auf ihren Gesamtf ettsaurege- 
halt hin untersucht. Es wurde ein Steigerung von ca. 5% be- 
ztiglich des Gesamtf ettsauregehaltes (pro Samen) im Vergleich 
zu nicht transf ormierten Pf lanzen f estgestellt . 



Tabelle XIII 



Linie 


Fettsauregehalt 
[nmol/Samen] 


A Fettsauregehalt 

r+/-i 


Kontrolle 


133 


ii 


tl 


144 


12 


t2 


147 


28 


t3 


145 


17 


t4 


143 


18 


t5 


146 


12 
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S EQUEN Z P ROTOKOLL 

(1) ALLGEME I NE ANGABEN: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Max-Planck-Gesellschaf t zur Forderung der 

Wissenschaf ten e.V. 

(B) STRASSE: keine 

(C) ORT: Berlin 

(E) LAND: Deutschland 

(ii) BE ZE I CHNUNG DER ERFINDUNG: Transgene Pflanzenzellen und 
Pflanzen mit veranderter Acetyl-CoA-Bildung 

(iii) ANZAHL DER S EQUEN ZEN : 12 

<iv) COMPUTE R-LES BARE FASSUNG : 

(A) DATENTR&GER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSS YSTEM : PC— DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) S EQUEN ZKENNZ EI CHEN : 

(A) L&NGE: 40 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM : Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligonucleotide" 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(Xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 
GTCAGGATCC ATGACAATTT CTAATTTGTT AAAG C AG AG A 40 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LXNGE: 40 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: SonBtige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligonucleotide" 
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(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
GTCAGGATCC CTAGTCAACT GGTTCCCAGC TGTCGACCTT 40 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IJVNGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /deac = "Oligonucleotid 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
GTATACGTAA GTTTCTGCTT CTAC 24 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligonucleotide 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GTACAGCTGC ACATCAACAA ATTTTGG 27 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGS: 31 Baeenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Ol igonucleot id M 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 

(iv) ANTI SENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 
GATCGGTACC ATGTACAGAT GCGCATCGTC T 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Sonstige Nucleineaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligonucleotid 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(Xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 
GTACGGATCC CTTGGTTGCA ACAGCAGCTG A 31 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGE: 33 Baeenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaur 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Ol igonucleotid" 



BNRDOCfD: <WO 9806831 A1 I > 



WO 98/06831 



PCT/EP97/04311 



45 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iv) ANT I SENSE : NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
GATCAAGCTT ATGTCGCCCT CTGCCGTACA ATC 33 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN z 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligonucleotid" 

<iii) HYPOTHETISCH: JA 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
GATCAAGCTT T CATC AT TAC AACTTGACCG ATCC 34 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LXNGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzel etrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = -Oligonucleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 

(iv) ANTI SENSE : NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
ACTGAAGCCT ATGTCAGCCA AGGCAATTTC AGAGCA 



36 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 37 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligonucleot id H 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 

(iv) ANTI SENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
ACTGAAGCCT TTACATGCTC ATGTGTTCCG GGAGAAC 37 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

( i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) L&NGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES KOLEKOlS: Sonstige Nucleinaaure 

(A) BESCHREIBUNG: /deac = "Oligonucleotid" 

(iii) H YPOTHET I SCH : J A 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
ACTGGGATCC ATGGCTGATA CAAAAGCAAA ACTCACCC 38 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LXNGE: 35 Basenpaare 
(B> ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc « "Oligonucleotid" 
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(iii) HYPOTHETI SCH : JA 
(iv) ANT I SENSE : NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
ACTGGGATTC TTAACGCTTG ATATCGCTTT TAAAG 



35 
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Patentanspriiche 

1. Transgene Pf lanzenzelle mit einem veranderten Acetyl- 
CoA-Metabolismus, die aufgrund der Expression einer 
fremden DNA-Sequenz, die ein Protein mit Acetyl-CoA- 
HydrolaseaktivitSt codiert, eine im Vergleich zu Wild- 
typ-Zellen erhohte Acetyl-CoA-Hydrolaseaktivitat auf- 
weist. 

2. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 1, worin die Ace- 
tyl-CoA-Hydrolaseaktivitat in den Mitochondrien erhoht 
ist . 

3. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 2, die weiterhin 
eine erhohte Acetyl-CoA-Synthetaseaktivitat im Cytosol 
aufweist . 

4. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 1, worin die Ace- 
tyl-CoA-Hydrolaseaktivitat im Cytosol erhoht ist. 

5. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 2 Oder 4, die 
weiterhin eine erhohte Acetyl -CoA-Synthetaseaktivi tat 
in den Plastiden aufweist. 

6. Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspriiche 1 bis 
5, die weiterhin eine verringerte Citrat- 
Synthaseaktivitat in den Mitochondrien aufweist. 

7. Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspriiche 1 bis 
5, die ferner eine erhohte Citrat-Synthaseaktivitat in 
den Mitochondrien Oder dem Cytosol aufweist. 

8. Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspriiche 1 bis 
7, die weiterhin eine verringerte Aktivitat der ATP- 
Citratlyase im Cytosol aufweist. 
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9. Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 
7, die weiterhin eine erhohte AJctivitat der ATP- 
Citratlyase im Cytosol aufweist. 

10. Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspriiche 1 bis 
9, wobei die Acetyl-CoA-Hydrolase ein unreguliertes 
Oder dereguliertes Enzym ist. 

11. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 10, wobei die 
Acetyl-CoA-Hydrolase aus Pilzzellen stammt . 

12. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 11, wobei die 
Acetyl-CoA-Hydrolase aus Saccharomyces cer&visiae 
stammt . 



13. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 10, wobei die 
Acetyl-CoA-Hydrolase aus einem prokaryontischen Orga- 
nismus stammt* 



14. Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspruche 3 oder 
5 bis 13, wobei die Acetyl-CoA-Synthetase ein unregu- 
liertes oder dereguliertes Enzym ist. 

15. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 14, wobei die 
Acetyl-CoA-Synthetase aus einem Pilz, einem bakteriel- 
len oder einem tierischen Organ ismus stammt. 

16. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 15, wobei die 
Acetyl-CoA-Synthetase aus Saccharomyces cerevislae 
stammt . 



17. 



Pflanze enthaltend Pf lanzenzellen nach einem der An- 
sprtiche 1 bis 16. 
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18. Pflanze nach Anspruch 17, die mindestens eines der fol- 
genden Merkmale aufweist: 

(a) einen verringerten Oder gesteigerten Gehalt an 
Fettsauren im Blattgewebe oder im Samengewebe im 
Vergleich zu Wildtyp-Pf lanzen; 

(b) einen erhohten Gehalt an loslichen Zuckern im 
Blattgewebe im Vergleich zu Wildtyp-Pf lanzen; 

(c) einen erhohten Gehalt an Starke im Blattgewebe im 
Vergleich zu Wildtyp-Pf lanzen; 

(d) verringertes Wachstum; 

(e) Bildung von zwei oder raehr Sprossen; 

(f) Veranderung der Blattf Srbung. 

19* Pflanze nach Anspruch 17 oder 18 , die eine olspeichern- 
de Pflanze ist. 

20. Vermehrungsmaterial einer Pflanze nach einem der An- 
spriiche 17 bis 19, das transgene Pf lanzenzellen nach 
einem der Anspriiche 1 bis 16 enthalt. 

21. Vermehrungsmaterial nach Anspruch 20, das eine Frucht, 
ein Same oder eine Knolle ist. 

22. Verwendung von DNA-Sequenzen, die ein Protein mit der 
enzymatischen AktivitSt einer Acetyl-CoA-Hydrolase co- 
dieren, zur Expression in pflanz lichen Zellen, um die 
Aktivitat der Acetyl-CoA-Hydrolase in pflanz lichen Zel- 
len zu erhohen. 

23. Verwendung nach Anspruch 22, wobei die Acetyl-CoA- 
Hydrolaseaktivitat im Cytosol erhoht ist. 



WO 98/06831 



PCT/EP97/04311 



1/5 



D' C 



Fig. 1 





A ^> 


B 


D* 


C 






E 















Fig. 2 



nwcnnrin- ^wn qrhaqiiai i 



WO 98/06831 



PCT/EP97/04311 




BNSDOCID: <WO 9806831 A1 I > 



WO 98/06831 



PCT/EP9 7/043 11 



3/5 




Fig. J 

ERSATZBLATT (REGEL 26) 



// 



WO 98/06831 



PCTYEP97/04311 



4/5 




8NSOOCID: <WO 9806831 A1 I > 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 98/06831 



PCT/EP97/04311 



5/5 



Fig. 9 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inten jnal Application No 

PCT/EP 97/04311 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12N9/16 C12N15/82 //C12N9/G0,C12N9/88,A01H5/00 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (olassifioation system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N 



Documentation Marched other than minimum doou mentation to the extant that such documents are included in the fields searched 


Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category * 


Citation of document with Indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 
A 


EP 0 348 958 A (THE GENERAL HOSPITAL 
CORPORATION) 3 January 1990 

see page 1 - page 8 

see page 15, line 15 - page 17, line 45 

KRATZER S ET AL: "Carbon source-dependent 
regulation of the acetyl -coenzyme A 
synthetase-encoding gene ACS1 from 
Saccharomyces cerevisiae" 
GENE. , 

vol. 161, no. 1, 8 August 1995, AMSTERDAM 
ML, 

page 75-79 XP034042 121 
see the whole document 

-/- 


1,10-12, 

14-17, 

19-23 

1,3,5 


| )( | Further documents are listed in the continuation of box C. j ^ j Patent family members are fisted in annex. 


• Special categories of cited documents : , 

"T^ later document published after the international filing date 
. . . . . . . , . .... _ or priority date and not in conflict with the application but 

"A* document dehnjng the general state of the art which Is not ottedto understand the principle or theory underlying the 

consJdered to be of parucular relevanoe invention 
" E * •^ r *f um * nt publtoh«d °" or after the international of particular relevance; the claimed invention 

™»*>Q dale oannot be considered novel or cannot be considered to 
*L" document whioh may throw doubts an priority ctaim(s) or invoWe an inventive step when the document is taken alone 

whioh is oeed to establish the pubecationdate of another document of particular relevance; the claimed invention 

ortabon or other special reason (as specified) cannot be considered to Involve an inventive step when the 
"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or document is combined with one or more other such doou- 

other means mentm, such combination being obvious to a person skilled 
•P* document published prior to the international fifing date but « the art. 

later than the priority date olatmed *&" document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international searoh 

16 December 1997 


Date of maifing of the international search report 

\ H. 01 98 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx . 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

De Kok, A 



Form PCT/1SA/210 (second sheet) (Juty 1992) 



RNRDOCID: <WO 9806831 A1 I > 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



tnten nat Application No 

PCT/EP 97/04311 



^Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant paaaages 



Relevant to otaim No. 



A 
A 



WO 95 24487 A (HOECHST SCHERIMG AGREVO 
GMBH ) 14 September 1995 
cited in the application 
see abstract 

WO 95 20046 A (BIOCEM } 27 July 1995 
see page 31, paragraph 2 

DE 43 17 260 A (MAX PLANCK GESELLSCHAFT) 

28 July 1994 

see the whole document 



1,6,7 

1 
1 



Form PCTASA/210 (continuation of •ocond sheet) (July 1992) 

nwQrvtmn- -wo qcaap-j 1 a 1 i 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/EP 97/04311 



Box 1 Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect ofcerta in claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 
1. I I Claims Nos.: 

' ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. [Y| Claims Nos.: 6-9 partly 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically; 

Above-mentioned claims do not meet the requirements with regard to the 
technical description under PCT Article 6 

3. 1 ] Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2 . | | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
■ — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



8NSDOCID:<WO 9806831A1 I > 



INTERNATTONALER RECHERCHENBERICHT 



tnlerr. ,iales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/04311 



C(Forts6lZung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katogorie* 



Bozaiehnung d*r VerOtfvnttichung, sowwt arforderfich unter Angab© der in B^tracht kommenden Teile 



B*tr. Anspruch Nr. 



WO 95 24487 A (HOECHST SCHERING AGREVO 
GMBH ) 14 . September 1995 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Zusammenfassung 

WO 95 20046 A (BIOCEM ) 27. Jul i 1995 
siehe Seite 31, Absatz 2 

DE 43 17 260 A (MAX PLANCK GESELLSCHAFT) 

28.Juli 1994 

siehe das ganze Dokument 



1,6,7 

1 
1 



FomtoUfl PCT/tSA/210 (Forttetzunff von Batt 2) (Juti 199Z) 





1. nationales Aktenzeichen 


INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


PCT/EP 97/04311 



Fold I B merkungen zud n Anspruchen, die etch ale nicht recharchierbar rwiesen haben (Forts tzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemAf) Artikef 1 7(2)a) wurde aus to (gen den GrGnden furbestimmte Anspruche kein Recherchenbericht eretellt: 
1 . Anspruche Nr. 

^""^ weil StQ sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. fir] Anspruche Nr. 6~9 tellwelse 

weil ere sich auf Telle der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eihe sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgefuhrt warden kann, namlich 

Die oben angegebenen Anspruche entsprechen nicht den Anforderungen 
zur technlschen Beschrelbung gemass Art. 6 PCT. 

3. [ ] Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Saiz 2 urvd 3 der Regal 6.4 a) abgefaftt stnd. 



FeW II Bemerkungen bei mangelnder Einhertiichkeit der Erfindung (FortBetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die intemationaJe Recherchen be horde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen errthaJt: 



□ 



Da der An m elder alle erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
intemationaJe Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der intemationafen Anmeldung. 



2. | | Da fQr alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt warden konnte, der eine 

zuaatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherch en behorde nicht zur Zahlung etner solchen 
Gebuhr aufgefordert. 

3. I I Da der Anmeider nur etnige der erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
* ' intemationaJe Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internationalen Anmeldung, (Or die Gebuhren entrichtet word en 

•tnd, namlich auf die Anspruche Nr. 



□ 



Der Anmeider hat die erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hlnstchtllch eines Wlderspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmeider urrter Widerspruch gezahlt. 

| | Die 7 ah lung zusatzlicher Gebuhren erfolgteohne Widerspruch 



Formblatt PCT/ISA/21 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juii 1992) 

8NSDOCID: <WO 9806831 A1 I > 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


Interru .ales Aktenzoichon 

PCT/EP 97/04311 


lm Recherchonbericht 
angefuhrtes Patontdokument 


Datum der 
Verdffentlichung 


Mttglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 
Ver6ffentlichung 



EP 0348958 A 03-01-90 AU 3849889 A 23-01-90 

DK 307390 A 12-02-91 

W0 9000003 A 11-01-90 

US 5487990 A 30-01-96 



W0 9524487 A 



14-09-95 



DE 
DE 
DE 
AU 
CA 
EP 
HU 



4408629 
4435366 
4438821 
2067995 
2184741 
0748381 
76093 



14-09-95 
28-03-96 
25-04-96 
25-09-95 
14-09-95 
18-12-96 
30-06-97 



WO 


9520046 


A 


27-07-95 


FR 


2715404 


A 


28-07-95 










AU 


1576395 


A 


08-08-95 










ZA 


9500591 


A 


10-01-96 


DE 


4317260 


A 


28-07-94 


CA 


2150678 


A 


04-08-94 










WO 


9417188 


A 


04-08-94 










EP 


0680511 


A 


08-11-95 










JP 


8509116 


T 


01-10-96 



FoimWatt PCT/ISA/210 (Anhang Palent!»miti«HJtili »992> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



rnte .onal Application No 

PCT/EP 97/G4311 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(B) 


Publication 
date 


EP 0348958 A 


03-01-90 


AU 


3849889 


A 


23-01-90 






DK 


307390 


A 


12-02-91 






WO 


9000003 


A 


11-01-90 






US 


5487990 


A 


30-01-96 



W0 9524487 A 



14-09-95 



DE 
DE 
DE 
AU 
CA 
EP 
HU 



4408629 
4435366 
4438821 
2067995 
2184741 
0748381 
76093 



14-09-95 
28-03-96 
25-04-96 
25-09-95 
14-09-95 
18-12-96 
30-06-97 



WO 


9520046 


A 


27-07-95 


FR 


2715404 


A 


28-07-95 










AU 


1576395 


A 


08-08-95 










ZA 


9500591 


A 


10-01-96 


DE 


4317260 


A 


28-07-94 


CA 


2150678 


A 


04-08-94 










WO 


9417188 


A 


04-08-94 










EP 


0680511 


A 


08-11-95 










JP 


8509116 


T 


01-10-96 



Form PCT/lSA/210 (palent family mnrtmt) (July 1992) 

3NSDOCID: <WO 9806831 A1 I > 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 



Intern nates Aktenzelchen 

PCT/EP 97/04311 



iSSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENST ANDES _ ....... 

6 C12N9/16 C12N15/82 //C12N9/00,C12N9/88,A01H5/00 



Nach der Intematio nalen Patentktasaifikatton (IPK) oder nach dor nationalen Klaaaifikation und der IPK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Recherohierter Mindestprufstoff (KlaesifikauonsByatem und Kla»arfikattonaayrnbole ) 

IPK 6 C12N 

Recherohierte aber ntcht zum Mindettprufatoff gehorende Vardffantlichungen, bow e it diese unter die reoherohierten Gebiete fatten 



Wahrend der international an Recherche konauKierte elektrontache Datenbank (Name der Oaten bank und ovtl. verwendete Suohbegnffe) 



C. ALS WESENTLICH AMGESEHENE UNTERLAGEN 



Katagorte 0 Bezoiohnung der veroffentjichung, aowert erforderiioh unter Angabe der In Betraoht kommenden Teile 



Betr, Anspruoh Nr. 



EP 0 348 958 A (THE GENERAL HOSPITAL 
CORPORATION) 3.Januar 1990 

siehe Seite 1 - Seite 8 

siehe Seite 15, Zeile 15 - Seite 17, Zeile 
45 

KRATZER S ET AL: "Carbon source-dependent 
regulation of the acetyl -coenzyme A 
synthetase-encoding gene ACS1 from 
Saccharomyces cerevisiae" 
GENE. , 

Bd- 161, Nr. 1, 8. August 1995, AMSTERDAM 
NL, 

Seite 75-79 XP0O4O42121 
siehe das ganze Dokument 

-I- 



1,10-12, 

14-17, 

19-23 



1,3,5 



Wetter* Vertffentsohungen »ind der Fortsetzung von Fefd C zu 
antnehmen 



Siehe An hang Patentfamflie 



9 Beaondere Kategorien von angegebenen Varoffentliohungen 
"A* VeroffentUohung, die den aHgemainen Stand der Teohnik defintert, 
aber ntcht ah) beaondara bedeutaam anzuaahen at 

'E* atterea Dokument, daa jedooh enrt am oder naoh dem international en 
An me tde datum veroffontticht woroen iat 

"L" Verdffentliohung, die geeignet iat etnen Pnoritfibi anspruoh zweifelhaft er- 
aeheinen zu laaeen, oderduroh die daa VeroffertbWiungadatum einer 
anderen tm Recherohenbenont genannten Veroffenti bhun g belegt warden 
aoH Oder die aus einem anderen beeonderan Gnmd angegeben iat (wie 
aumgefOhrt) 

'O a Varoffentfiohung, die sich auf eine mOndlbhe Offenbanjng, 

eine Benutzung, eine AuaateUung oder an dare MaBnahmen bezieht 
'P" Veroffentaohung. die vor dem intemationalen AnmeMerinhan, aber naoh 



"T" Spatere Veroffentlichung, die naoh dam intemationaian Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffenti ioht worden at und mit der 
Anmetdung nicht koltidiert, sondam nur zum Veratandna dea der 
Erfirtdung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrunototiegenden 
Theorie angegeben nt 

"X" Veroffentlichung von beaonderer Bedeutung; die beanapruohte Erfindung 
kann attain aufgrund dteaer Veroffentlichung nioht ate neu oder auf 
erfindarisoher Tatigke* beruhend betrachtet warden 

*Y* VeraffentJtthung von beaonderer Bedeutung; die beanapruohte Erfindung. 
kann niobt aia auf erfindanaeher Tabgkeit beruhend betraohtet 
warden, wenn die Verofferttibhung mtt einer oder mehreren anderen 
Veroffenttiohungen diaaar K at eg one in Verb in dung gebraoht wrd und 
oSeae Veibtndung fUr einen Faohmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied deraelben Patentfamiiie ist 



Datum dea Abechluases der intemationalen Reoherohe 

16.Dezember 1997 


Abaendedatum daa intemationalen Recherchenberichts 

1 4. 01 98 


Name and Postartaohrift der InternationaJen Reoherchenbehorde 
Europaieohes Patentamt, P. B. 5818 Paten ttaan 2 
NL - 2280 HV Ripwijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nL 
Fax: (+31-70)340-3016 


Bevoilmachtigter Bediensteter 

De Kok, A 



Foimbtatt PCT7ISA/210 (Blatl 2) (Juli 1992) 



BNSDOCID:<WO 9806831 A1 I > 



